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1. Einleitung 
1.1 Schwermetalle 
Metalle werden als „Schwermetalle“ bezeichnet, wenn deren Dichte über 4 g/cm3 
(Nieboer und Richardson 1980) bzw. 5 g/cm3 liegt (Wiberg 1985). Im Hinblick auf 
ihre Bedeutung in der Biologie muss zwischen essentiellen und nicht-essentiellen 
Schwermetallen unterschieden werden. Die meisten essentiellen Schwermetalle 
sind als Bestandteile von Enzymen und anderen wichtigen Proteinen an 
entscheidenden Stoffwechselwegen beteiligt und werden aus physiologischen 
Gründen vom Organismus benötigt (Greim und Deml 1996). Dazu zählen u.a. Zn2+ 
als notwendiger Cofaktor für DNA- und RNA-Polymerasen, Cu2+ als wichtiger 
Cofaktor der Superoxid-Dismutase oder der Ascorbat-Oxidase und Co2+ als 
Bestandteil des Vitamin-B12-Komplexes (Zhao 1998). Weiterhin sind diese 
essentiellen Schwermetalle unerlässlich zur Aufrechterhaltung bestimmter 
Hormontätigkeiten, bei gen- und anderen regulierenden Funktionen, der 
Strukturstabilisierung von Makromolekülen, von Muskelkontraktionen, Nerven-
leitungen und Transportvorgängen. Bei Überkonzentration entwickeln die Metall-
Ionen (z.B. Eisen oder Kupfer) allerdings besonders durch Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (Dietz et al. 1999) toxische und genotoxische Aktivität 
(Steinkellner et al. 1998). 
 
Nicht-essentielle Schwermetalle besitzen keine physiologische Funktion und können 
daher auch in Spuren toxisch auf den Organismus wirken. Als Beispiele seien hier 
Blei, Kadmium und das Metalloid Arsen genannt, welche essentielle Ionen substi-
tuieren, mit Sulfhydryl- sowie mit Phosphatgruppen von Proteinen reagieren 
und/oder die Zellmembran schädigen können (Loeb und Zakour 1980; Kriegmaier et 
al. 2001). Die Exposition vor allem von Kadmium führt zu teils gravierenden 
Schäden, was auf die mutagene, karzinogene und teratogene Wirkung des 
Schwermetalls zurückzuführen ist (Waalkes 2000). Für die Ausprägung dieser 
Schäden ist meist die Verdrängung von Zink- oder Kalzium-Ionen in Proteinen durch 
Kadmium verantwortlich (Stohs und Bagchi 1995; Goyer 1997; Takagi et al. 2002). 
Die karzinogene Wirkung des Kadmiums ist nach neueren Untersuchungen auf die 
Störung der „mismatch“-Reparatur und das Imitieren von Östrogen zurückzuführen 
(Jin et al. 2003; Johnson et al. 2003). Erschwerend kommt die Persistenz dieses 
  1 
 Einleitung 
Schwermetalls mit einer relativ hohen Halbwertszeit von 6 bis 38 Jahren z.B. in der 
Niere hinzu (Roney et al. 2002). Die wohl bekannteste Massenvergiftung mit 
Kadmium stellt der epidemieartige Ausbruch der „Itai-Itai“-Krankheit in den 40er 
Jahren in Japan dar (Friberg et al. 1979; Berglund et al. 2000).  
 
Das in der heutigen Zeit steigende Umweltbewusstsein spiegelt sich in einer 
Vielzahl von Umweltschutzprojekten. Die Verabschiedung des Kyoto-Protokolls 
zeigt dieses Bewusstsein auf internationaler Ebene. Auf nationaler Ebene 
unterstreicht die Studie der Bundesregierung „Nachhaltige Entwicklung in 
Deutschland“ die Notwendigkeit des Schutzes der Umwelt vor anthropogenen 
Einflüssen. Besondere Bestrebungen in Deutschland zielen auf die Verringerung der 
Schadstoffkonzentration im Trinkwasser, wie die Novellierung der 
Trinkwasserverordnung der Bundesrepublik Deutschland (Bundesgesetzblatt 
Jahrgang 2001 Teil I Nr. 24) zeigt. Auch die europäische Union setzte sich mit der 
Trinkwasserbelastung auseinander, was zu einer Änderung der Richtlinien 
(25.12.2003 Council Directive 98/83/EC) führte. Eine besondere Rolle in diesen 
Richtlinien spielen die Schwermetalle. Die Stiftung Warentest hat eine 
Trinkwasserkarte Deutschlands aufgestellt, in der die Bleibelastung einzelner 
Regionen aufgeschlüsselt ist1. Die Hauptursache für Bleikonzentrationen oberhalb 
des Trinkwassergrenzwertes von 35 Mikrogramm pro Liter wird den teilweise noch 
genutzten Bleirohren zugeschrieben. Erhöhte Konzentrationen von Kadmium, 
Kupfer und Arsen werden ebenfalls als problematisch bewertet. Hauptquellen für 
den Eintrag von Arsen und Kupfer in die Umwelt sind Flugstäube aus 
Verbrennungsreaktionen, die über das Trinkwasser auch in den menschlichen 
Organismus gelangen können (Twardowska und Szczepanska 2002). Die 
Verbreitung von Kadmium in die Umwelt ist vor allem nicht fachgerecht entsorgten 
Akkumulatoren und dem Ausbringen von Düngemitteln (OECD, 1996) oder auch 
Pumpwässern aus Zinkminen zuzuschreiben (Friberg et al. 1979). In den 
menschlichen Organismus gelangt Kadmium, anders als Kupfer oder Arsen, meist 
durch kontaminierte Lebensmittel (Brown et al. 1996; Hart et al. 1998). 
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1.2 Mechanismen zur Schwermetalldetoxifikation 
Zur Detektion von Schwermetallen kann am Besten auf Strukturen zurückgegriffen 
werden, die in der Natur zur Metallentgiftung dienen. Insbesondere natürliche 
Abwehrmechanismen der Organismen macht man sich zum Nachweis von 
Schwermetallen zu Nutze. Grundsätzlich kommen drei verschiedene Ent-
giftungsmechanismen zum Tragen: Metall-Ionen können aktiv durch spezielle 
Transporter aus der Zelle ausgeschleust werden, oder in der Zellwand oder der 
Vakuole kompartimentiert werden (Mehra und Winge 1991). Eine weitere 
Schutzfunktion gegenüber Schwermetallen ist die Biotransformation, bei der die in 
der Zelle vorliegenden Schwermetalle durch Konjugation mit organischen 
Komponenten transformiert werden. Dabei ist nur selten die direkte (kovalente) 
Bindung von Schwermetallen mit Kohlenstoffatomen zu beobachten. Diese Form 
der Entgiftung wird zumeist nur bei Metalloiden wie Selen (Läuchli 1993; Lobinski et 
al. 2000) oder Arsen (Cullen und Reimer 1989; Aposhian 1997) beobachtet. Weit 
häufiger ist die Konjugatbildung zwischen dem Schwermetall-Ion, welches meist als 
Kation vorliegt, und einem oder mehreren geladenen Atomen eines organischen 
Moleküls. Die Bindung des Schwermetall-Kations wird nach dem griechischen Wort 
für Krebsschere als „Chelat“-Komplex bezeichnet. Verschiedene organische 
Moleküle – meist organische Säuren und Aminosäuren – können als Metall-
chelatoren fungieren. So konnten beispielsweise Citrat und Malat häufig als 
Komplexe mit gebundenen Metall-Ionen ausgemacht werden (Wang et al. 1991 und 
1992). Da organische Säuren aber konstitutiv gebildet werden und in relativ hoher 
Konzentration in der Zelle vorliegen, kann ihre Rolle zur 
Schwermetallkomplexierung nur unzureichend geklärt werden. Anders sieht es bei 
peptidischen Liganden zur Schwermetall-Detoxifikation, den Metallothioneinen, aus, 
die sich in drei Gruppen unterteilen lassen (Fowler et al. 1987). Die Metallothioneine 
der ersten beiden Klassen sind gencodierte Polypeptide, die bis zu einem Drittel aus 
der Aminosäure Cystein bestehen. Durch das vermehrte Auftreten dieser 
Aminosäure können bis zu sieben Metall-Ionen komplexiert werden (Zangger et al. 
1999). Die Expression einiger Metallothioneine ist von der Induktion durch 
Schwermetalle abhängig, was ihre Funktion als Metallchelatoren untermauert. Da 
aber auch andere Faktoren zur Induktion führen können (Kagi 1991), ist 
anzunehmen, dass Metallothioneinen weitere regulatorische Aufgaben im Organis-
mus zukommen. Die dritte Klasse der Metallothioneine – die Phytochelatine – 
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unterscheidet sich dadurch von den ersten beiden Klassen, dass sie nicht 
gencodiert sind. Die Bezeichnung „Phytochelatin“ wurde aus „phyto“, da aus 
Pflanzen isoliert, und „chelatin“, da metallkomplexierend, hergeleitet. Die erste 
Isolierung erfolgte allerdings nicht aus Pflanzen, sondern aus der Spalthefe 
Schizosaccharomyces pombe (Kondo et al. 1983 und 1984). Auch in weiteren 
Organismen wie photosynthetisierenden Protisten oder Pilzen konnten 
Phytochelatine nachgewiesen werden (Gekeler et al. 1988; Kneer et al. 1992). Der 
Nachweis von Phytochelatin in mehrzelligen Tieren wie Caenorhabditis elegans 
gelang Clemens et al. und Vatamaniuk et al. erstmals 2001. Zahlreiche 
Publikationen bezeugen das breitgefächerte Interesse an den Themenkomplexen 
der Phytochelatinproduktion und -erforschung (Steffens 1990; Rauser 1990, 1995 
und 1999; Ahner et al. 1995; Ahner und Morel 1995; Zenk 1996; Vatamaniuk 1999 
und 2004; Cobbett 2000a und 2000b; Nakazawa et al. 2001; Spain und Rabenstein 
2003; Ruotolo et al. 2004). 
 
Phytochelatine sind durch das Enzym Phytochelatin-Synthase (E.C.: 2.3.2.15) 
synthetisierte Glutathionabkömmlinge (Grill et al. 1989, Al-Laham et al. 1999). 
Glutathion (GSH) besteht aus den Aminosäuren Glutaminsäure, Cystein und Glycin. 
Es wurde Ende des 19. Jahrhunderts von Rey-Pailhade entdeckt und erstmalig im 
frühen 20. Jahrhundert von Hopkins isoliert. Die durch die γ-Carboxylgruppe der 
Glutaminsäure und die Aminogruppe des Cysteins gebildete Peptidbindung weist 
auf einen nicht gencodierten Ursprung dieses Tripeptids hin. Die Biosynthese von 
Glutathion erfolgt durch zwei Enzyme, die γ-Glutamylcystein-Synthetase und die 
Glutathion-Synthetase in Gegenwart von Mg2+ (Coblenz und Wolf 1994). Glutathion 
selbst spielt in der Zelle eine wichtige Rolle als Oxidationsschutz, zur Detoxifikation 
verschiedener Xenobiotika und als Cofaktor für verschiedene Enzyme (Al-Laham et 
al. 1999). Die Phytochelatine werden durch die Phytochelatin-Synthase (Abb. 1.1) 
synthetisiert indem der Dipeptidylrest von Glutathion unter Glycin-Abspaltung auf ein 
bereits existierendes Phytochelatin oder Glutathion übertragen wird (Cobbett 
2000a). Die so erreichten repetitiven Elemente weisen die allgemeine Struktur (γ-
Glu-Cys)n-Gly auf, wobei n = 2-11 betragen kann (Zimmermann und Wolf 2001).  
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Abb. 1.1: Katalytische Wirkung der Phytochelatin-Synthase 
 
1.3 Schwermetalldetektion 
Die Entwicklung der Biosensoren, so wie wir sie heute kennen, begann 1962, als 
Clark und Lyons die Sauerstoffkonzentration des Blutes einer in Operation 
befindlichen Person auf direkte Weise messen wollten. Hierfür entwickelten sie die 
amperometrische Detektion von Sauerstoff, womit sie eine Plattform schufen, auf 
der zahlreiche Biosensoren bis heute basieren. Schon bald (1964) entwickelten 
Clark und Clark einen Glukosesensor, indem sie die Technik der amperometrischen 
Sauerstoffdetektion zum Nachweis des Sauerstoffverbrauches einer katalytisch 
aktiven Glukoseoxidase bei Glukosekontakt einsetzten. 
 
Die herkömmlichen standardmäßigen Analysemethoden zur Identifizierung und 
Quantifizierung von Schwermetallen sind die AES-ICP 
(Atomemissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma) oder die 
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)2. Neben den hohen Kosten dieser Analytik 
sind eine intensive Probenvorbereitung und  
ein mehr oder weniger zeitaufwändiger Transport des Probenmaterials zum evtl. 
entfernt gelegenen Analyselabor notwendig. Abhilfe könnte der Einsatz von Biosen-
soren schaffen. Ausgehend von den Vorteilen von Biosensoren – niedrigen Kosten 
und einer teilweise gegebenen Mobilität – ist in der Literatur eine Vielzahl von 
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Lösungsmöglichkeiten der Schwermetallbestimmung durch Biosensoren beschrie-
ben (Reiss et al. 1993; Virta et al. 1995; Fennouh et al. 1998; Tauriainen et al. 1999; 
Krawczynski et al. 2000; Lehmann et al. 2000; Giardi et al. 2001). 
 
Die Vielzahl der Möglichkeiten, Schwermetalle über Biosensoren nachzuweisen, 
ergibt sich durch Variation der Basisbestandteile eines Biosensors, der biologischen 
und technischen Komponenten. Die Interaktion der biologischen Komponente mit 
den Schwermetallen wird durch die technische Komponente erfasst und 
anschließend sichtbar gemacht. Abb. 1.2 veranschaulicht die Arbeitsweise eines 
Biosensors und das Zusammenspiel der einzelnen Komponenten. 
 
Analyt 
Anzeige und/oder 
Datenerfassung 
Biologische  
Komponente 
Technische 
Komponente 
Abb. 1.2: Aufbau eines Biosensors 
 
Als technische Komponenten können amperometrische oder potentiometrische 
Elektroden, optoelektrische Detektoren, Thermistoren, Halbleiterbausteine sowie 
Piezokristalle eingesetzt werden. Zum anderen stellt die Biologie eine sehr große 
Auswahl an biologischen Komponenten zur Verfügung. Zum Einsatz können u.a. 
Enzyme, Mikroorganismen, Organellen, Zellverbände, Antikörper, Nukleinsäuren, 
Lektine oder Peptide herangezogen werden (Scheller und Schubert 1989; Reiss und 
Hartmeier 1999). Eine besondere Stellung unter den biologischen Komponenten 
nehmen  „geprägte Matrices“ ein. Diese in den 1990er Jahren entwickelte Methode, 
selektiv bestimmte Analyten zu identifizieren, macht sich das Hinterlassen eines 
„Fingerabdrucks“ in einer dichten Matrix zunutze. Dieses „Prägen“ der Matrix kann 
durch das Einbringen bestimmter funktioneller Gruppen verstärkt werden, so dass 
eine höhere Selektivität ermöglicht wird (Spegel et al. 2002).  
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Zwar weisen Biosensoren im Allgemeinen eine geringere Sensitivität und Stabilität 
als rein physikalische Nachweismethoden auf, jedoch besitzen sie einen 
entscheidenden Vorteil, der in ihrer Einfachheit bezogen auf die Bedienbarkeit und 
generelle Handhabung liegt. Die Entwicklung der Biosensoren führte zu immer 
filigraneren und präziseren technischen Komponenten von Biosensoren (Brandon et 
al. 2003; Davis et al. 2003), dennoch basieren die eingesetzten Techniken – mit 
einigen Ausnahmen – auf bewährten physikalischen Grundprinzipien. Dieser 
Tatsache und den enormen Kombinationsmöglichkeiten mit den biologischen 
Komponenten ist es zu verdanken, dass Biosensoren – in der Regel – kleiner, 
kompakter und günstiger sind als vergleichbare rein physikalische Messmethoden. 
 
Die Einsatzgebiete moderner Biosensoren können in fünf Sparten unterteilt werden: 
Den mit Abstand wichtigsten Sektor bildet die Medizin, gefolgt von der Umwelt-
analytik, der Lebensmittelindustrie, der Biotechnologie und dem militärischen 
Bereich. Der medizinische Sektor umfasst Biosensoren vor allem zur Blutzucker-
kontrolle und – in den letzten Jahren verstärkt – zu DNA-Analysen. Im Umweltsektor 
sind u.a. Biosensoren zur Messung des biologischen Sauerstoffbedarfs und zur 
Detektion von Formaldehyd bereits auf dem Markt vertreten. Ein Teilgebiet 
innerhalb der Umweltanalytik erstreckt sich in den Bereich der Toxizitätsmessung, 
insbesondere der Detektion von Schwermetallen. So wurde – und wird teilweise 
immer noch – die Letalität von Fischen zur Bestimmung der Gesamttoxizität von 
Gewässern herangezogen. Ein anderer Test, der die Mortalität von lebenden 
Organismen zur Detektion der Gesamttoxizität von Gewässern heranzieht, arbeitet 
mit Daphnien3 oder Purpurbakterien (Hartmeier et al. 1998). Diese Tests vermögen 
allerdings nur die Gesamttoxizität der Probe zu bestimmen – spezifische 
Vergiftungen durch Schwermetalle als auch ihre genaue Konzentration können nicht 
nachgewiesen werden. 
 
Mehrere Arbeitsgruppen befassen sich seit einigen Jahren mit der Thematik der 
Schwermetalldetektion durch Biosensoren (Fennouh et al. 1998; Lehmann et al. 
2000; Giardi et al. 2001). Bisher wurden einige Biosensoren beschrieben, die den 
hemmenden Einfluss von Schwermetallen auf Enzyme, wie die β-Galactosidase 
(Reiss et al. 1993) oder die Urease (Krawczynski et al. 2000) nutzten. Störend bei 
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diesem Messprinzip, bei dem eine Hemmung einer katalytischen Reaktion auf die 
Anwesenheit von Schwermetallen hinweist, ist die notwendige Aufrechterhaltung der 
enzymatischen Reaktion. So ist – im günstigsten Falle – bei jeder Messung ein 
zusätzlicher Analyt der Probe zuzugeben, was das Messverfahren verkompliziert. 
Erschwerend kommt hinzu, dass die natürliche Konzentration des Zusatz-Analyten 
in der Probe nicht bekannt ist und somit auch dessen Gesamtkonzentration 
während der Messung. 
 
Andere Detektionsmöglichkeiten ergeben sich durch die Verwendung der Schwer-
metallabwehr verschiedener Organismen. So macht man sich die Eigenschaft 
schwermetallabhängiger Promotoren zu Nutze, die nach Induktion die Expression 
eines bestimmten Gens und damit beispielsweise die Synthese eines lumines-
zierenden Proteins zulassen (Virta et al. 1995; Tauriainen et al. 1999). Generell ist 
es bei Biosensoren, die mit lebenden Organismen arbeiten, schwer, die genaue 
Anzahl der einzelnen Zellen und deren korrelierende Aktivität festzustellen. 
Außerdem darf eine bestimmte (toxische) Konzentration von Schwermetallen nicht 
überschritten werden, weil sonst die Mikroorganismen absterben. Da die 
Reaktionszeit der genannten Biosensoren von der Proteinsynthese abhängig ist, 
muss zudem eine relativ lange Inkubationszeit in Betracht gezogen werden 
(Diffusion der Metall-Ionen in die Zelle, Expression des induzierten Gens und 
Zusammensetzung des Markerproteins). 
 
Wieder andere, sich der unmittelbaren Schwermetallabwehr zuwendende, Detek-
tionsmethoden machen sich die spezifische Schwermetallbindung verschiedener 
Peptide zu Nutze. Kox entwickelte 2000 einen auf der Glutathion-Konkurrenz von 
Schwermetallen und der Glutathion-Synthase basierten Sensor. Da durch die 
spezifische Bindung bei Schwermetallexposition Glutathion als Substrat der 
Reaktion entzogen wird, kann eine Herabsetzung der Enzymreaktion detektiert 
werden. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, spezifisch schwermetall-bindende 
Peptide zum Binden der Ionen zu verwenden und die gebundene Menge zu 
quantifizieren. Bontidean et al. komplexierten 1998 Schwermetall-Ionen mit dem 
Protein MerR und bestimmten die veränderte Kapazität der mit Metall-Ionen 
versehenen Proteinschicht. Der für die kapazitive Messung benötigte Potentiostat 
wurde speziell für diese Messmethode gebaut und optimiert. 
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Das grundsätzliche Prinzip, Schwermetalle reversibel durch spezielle Liganden zu 
binden, scheint aufgrund neuerer Literatur eine chancenreiche Grundlage für den 
Aufbau eines Biosensors zur Detektion dieser Metalle zu sein (Bontidean et al. 1998 
und 2003). Um ein auswertbares Signal zu erhalten, wird eine technische Kompo-
nente benötigt, die die Komplexierung von Schwermetallen an chelatisierende 
Liganden messen und in lesbare Daten umwandeln kann.  
 
1.4 Piezoelektrische Quarze 
Die technischen Komponenten, die bis zu Beginn dieser Arbeit für die Detektion von 
Schwermetallen Verwendung fanden, waren meist lumineszenter Natur (Virta et al. 
1995; Tauriainen et al. 1999), bedienten sich der Amperometrie/Potentiometrie 
(Fennouh et al. 1998; Krawczynski et al. 2000), der Konduktometrie (Bontidean et 
al. 1998) sowie der Spektroskopie (Klein und Mattes 1998). Ein innovativer Weg der 
Detektion von chelatisierten Schwermetall-Ionen greift die Massenänderung auf, die 
mit der Komplexbildung einhergeht. Massenänderungen können in den für die 
Biosensorik typischen, sehr niedrigen Größenordnungen mit piezoelektrischen 
Quarzen bestimmt werden (O’Sullivan und Guilbault 1999 und 2002; Galla und 
Steinem 2000; Janshoff et al. 2000). Möglich wird die Messung der 
Massenzunahme oder Abnahme durch den Einsatz von Piezokristallen, auf denen 
die biologischen Komponenten immobilisiert werden. 
 
Das Prinzip, das hinter der Quantifizierung von Masse durch piezoelektrische 
Komponenten steckt, wurde von Jacques und Pierre Curie Ende des 19. Jahrhun-
derts entdeckt: Wird auf bestimmte kristalline Mineralien Druck ausgeübt, entwickeln 
diese Minerale ein elektrisches Potential, das sich proportional zum ausgeübten 
Druck erhöht. Andersherum kommt derselbe Effekt zum Tragen. Werden diese 
Mineralien einem elektrischen Feld ausgesetzt, dehnen oder stauchen sich die 
Minerale proportional zur Stärke des elektrischen Feldes. Diese Eigenschaft der 
Kristalle wurde „piezoelektrischer Effekt“ – nach dem griechischen Wort „piezein“ 
(drücken oder stauchen) – benannt. Die stärksten piezoelektrischen Effekte 
natürlicher Kristalle sind dem Quarz (Siliziumdioxid) und dem Rochell-Salz (Natrium-
Kalium-Tartrat-Tetrahydrat) zuzuordnen. 
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Die piezoelektrischen Eigenschaften eines natürlichen Quarzes aus Siliziumoxid 
lassen sich ebenfalls mit der Verschiebung der Kristallstruktur erklären: Eine 
Elementarzelle des Quarzes (vereinfacht in Abb. 1.3 dargestellt) wird gestaucht und 
damit der Schwerpunkt der Anionen und Kationen verändert. Dadurch entsteht eine 
Polarisierung des Quarzes und somit ein Potential. Bei Dehnung des Quarzes wird 
dem entsprechend ein entgegensetztes Potential generiert.  
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Abb. 1.3: Vereinfachte Elementarzelle eines SiO2-Quarzes in normaler Stellung (links), bei 
Stauchung (Mitte) und bei Dehnung (rechts) 
  Silizium Sauerstoff -+
 
Der reziproke piezoelektrische Effekt basiert darauf, dass der Kristall einem 
elektrischen Feld ausgesetzt wird und dadurch seine Form ändert. Die Applikation 
eines elektrischen Feldes bewirkt eine Verlängerung bzw. Schmälerung des 
Quarzes; das Anlegen eines entgegengesetzten Feldes eine Verkürzung bzw. 
Verdickung. Wird eine alternierende Spannung appliziert, so dehnt und staucht sich 
der Quarz mit der Frequenz der Spannungsänderung (Galla und Steinem 2000). 
 
Heutzutage werden piezoelektrische Quarze als Hochspannungsquellen in Feuer-
zeugen oder Gasanzündern, als Stellglieder für Kraft-Elektronenmikroskope und 
Lautsprecher sowie als Sensoren in Mikrofonen, elektrischen Transformatoren und 
Biosensoren eingesetzt. Der Einsatz von piezoelektrischen Quarzen als gravi-
metrischer Sensor in Biosensoren basiert auf dem oben beschriebenen Effekt der 
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Stauchung oder Dehnung des Quarzes in einem elektrischen Feld. Bei den in der 
Biosensorik verwendeten natürlichen Quarzen handelt es sich um sogenannte „AT-
geschnittene“ Quarzscheiben (Wafer), die aus einem kompakten Kristall in einem 
Winkel von ca. 35° (relativ zur polarisierten z-Achse) geschnitten wurden. Diese 
Quarze werden wegen ihrer Schwingungsausbreitung als Dickenscherschwinger 
bezeichnet und besitzen eine hervorragende temperaturbezogene 
Frequenzstabilität Janshoff et al. 2000). Abb. 1.4 zeigt einen Siliziumdioxid-Quarz 
mit der Schnittrichtung zum Erhalt eines AT-geschnittenen Wafers. 
 
z 35° 10’ 
Abb. 1.4: AT-Schnitt durch einen Quarzkristall 
 
Um sich den reziproken piezoelektrischen Effekt zu Nutze zu machen, werden auf 
den geschnittenen Quarz zwei Goldelektroden aufgedampft und an eine 
Spannungsquelle angeschlossen. Zwischen den Elektroden bildet sich nun ein 
homogenes elektrisches Feld aus, was eine mechanische Verformung des Quarzes 
zur Folge hat. Bei Applikation einer oszillierenden Spannung wird der Quarz in 
alternierende Richtungen verformt, er gerät in Resonanz und schwingt. Die für die 
Analytik wichtige Eigenschaft piezoelektrischer Kristalle, Massen zu detektieren, 
wurde erstmals von Sauerbrey 1959 beschrieben. Die von ihm entwickelte Formel 
stellt für eine hinreichend dünne Schicht, die starr an den Quarz gebunden ist, den 
linearen Zusammenhang zwischen der Frequenzänderung des Quarzes und der 
Massenablagerung auf dem Quarz dar (Formel 1.1). Aus der Gleichung geht hervor, 
dass bei steigender Masse die Resonanzfrequenz des Quarzes sinkt. Somit kann im 
weitesten Sinne eine Masse, die sich auf dem Quarz abscheidet, „gewogen“ 
werden; der Quarz fungiert als Mikrowaage. 
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∆f = -2 ((f0)2/A(µQρQ)1/2)∆m  
Formel 1.1: Sauerbrey-Gleichung: ∆f = Frequenzänderung des Quarzes [Hz]; 
f0 = Basisresonanzfrequenz des Quarzes [Hz]; A = piezoelektrisch aktive Fläche 
des Quarzes [m2]; µQ = Schermodul des Quarzes [N/m2]; ρQ = Dichte des Quarzes 
[g/cm3]; ∆m = Massenänderung [g] 
 
Die von Sauerbrey entwickelte Formel beschränkt sich strenggenommen auf die 
Massenbestimmung dünner, starrer Schichten an Luft oder im Vakuum, mit der 
Vorraussetzung, dass das zu messende Schichtmaterial die gleiche Dichte wie der 
Quarz aufweist. Wird die Quarzmikrowaage in flüssiger Umgebung eingesetzt, 
können störende Einflüsse, wie die Elektrolytkonzentration, der Einfluss longi-
tudinaler Wellen sowie die Leitfähigkeit, Dielektrizitätskonstante und Viskosität der 
Lösung die Messungen beeinflussen (Galla und Steinem 2000; Janshoff et al. 
2000). Der Einfachheit halber wurde in der vorliegenden Arbeit mit der Sauerbrey-
Gleichung gearbeitet, und auf die detaillierte Erklärung der möglichen Störgrößen 
verzichtet. Durch Einsetzen der Kenngrößen des für diese Arbeit verwendeten 
Sensors konnte eine Massendetektion von 0,55 ng/Hz errechnet werden.  
 
Bis zur heutigen Zeit sind in der Literatur viele Biosensoren beschrieben, bei denen 
eine Quarzmikrowaage als technische Komponente verwendet wird. Die meisten 
Anwendungen basieren auf immunologischen Reaktionen immobilisierter Antikörper 
zur Detektion von Antigenen (Kim et al. 2003a). In neuerer Zeit häufen sich 
Literaturstellen, in denen DNA-Biosensoren beschrieben sind, die den Massen-
zuwachs von Oligomeren detektieren, die komplementär an auf der 
Quarzoberfläche gebundene DNA-Oligomere binden (O’Sullivan und Guilbault 1999 
und 2002; Marx et al. 2001). Seltener werden Sensoren beschrieben, bei denen 
geprägte Matrices oder ganze Zellen auf den Quarz aufgebracht sind (Halamek et 
al. 2001; Tombelli et al. 2002). 
 
Bei allen genannten Biosensoren besteht die besondere Aufgabe, die biologische 
Komponente auf dem Quarz – der technischen Komponente – zu immobilisieren. 
Hierfür haben sich so genannte „self-assembling-monolayer“ (SAMs) etabliert. Diese 
Einzelmolekülschichten sind selbst organisierend und bilden dicht gepackte und 
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hoch organisierte Schichten auf der Elektrodenfläche (meist Gold) des Quarzes aus 
(Arnold et al. 2001). Abb. 4.1 verdeutlicht den Aufbau einer SAM. Die 
Charakteristika von SAMs können in drei Sparten unterteilt werden: Die 
Ankergruppe entscheidet über die Bindung an der Oberfläche. Da in den meisten 
Applikationen zum Aufbau von Biosensoren Goldoberflächen die Elektroden des 
Quarzes bilden, bieten sich hier Alkanthiole an, die eine leichte Verarbeitung mit 
einer großen Bandbreite an funktionellen Gruppen und einer exzellenten Stabilität 
vereinen (Ahn et al. 2003). Ihre hohe Stabilität – die zweite Sparte der SAM-
Charakteristika – verdanken die SAMs aus Alkanthiolen den langen 
Kohlenstoffketten und den hydrophoben Wechselwirkungen zwischen diesen. SAMs 
aus langen Alkylgruppen (C > 10) zeigen eine hervorragende Stabilität, während 
Schichten aus kürzeren Alkanthiolen geringer geordnet und weniger dicht gepackt 
vorliegen (Bain et al. 1989). Der erfolgreiche Einsatz von kurzkettigen Alkanthiolen 
hängt entscheidend von der Konstruktion der Flusszelle ab, da es durch ungünstige 
Strömungsverhältnisse schnell zu einem Ablösen der Schicht kommen kann. Zu den 
meist genutzten funktionellen Endgruppen – die dritte Sparte der SAM-
Charakteristika – zählen Carboxylgruppen, Alkohole oder Aminogruppen. Diese 
Endgruppen sind essentiell zur Bindung der biologischen Komponente auf der 
Einzelmolekülschicht und somit auf dem Quarz. Dazu werden die Endgruppen 
aktiviert. Caboxylgruppen werden in den meisten Fällen durch eine EDC/NHS-
Behandlung aktiviert, die Kopplung der biologischen Komponente erfolgt so über 
eine Aminobindung (Abb. 4.2). Aminogruppen präsentierende Alkanthiole werden 
fast ausschließlich durch die Behandlung mit Glutardialdeyd (GDA) aktiviert. Unter 
Ausbildung einer Schiff’schen Base wird die biologische Komponente auf den Quarz 
immobilisiert (Abb. 4.3). Für eine andere Art der Immobilisierung werden 
alkoholpräsentierende SAMs genutzt. Nach Epoxylierung der Hydroxylgruppen wird 
eine Dextranschicht aufgebracht, die anschließend durch Bromessigsäure carboxy-
liert wird. Die Kopplung der biologischen Komponente erfolgt durch die schon 
beschriebene Methode der EDC/NHS-Kopplung. Die letztgenannte Methode wird 
allerdings nur vereinzelt angewandt, da sie kompliziert durchzuführen und mit dem 
Gebrauch toxischer Substanzen verbunden ist. Der Einsatz einer Dextranmatrix 
birgt zudem die Gefahr der unspezifischen Bindung, falls geladene oder sehr kleine 
Analyten mit der Beschichtung in Kontakt treten. 
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1.5 Aufgabenstellung 
Die Methode der Massendetektion durch piezoelektrische Quarze und deren zuneh-
mende Verwendung in der Biosensorik verspricht auch für die Schwermetallanalytik 
eine leistungsfähige technische Komponente zu sein. In Kombination mit Peptiden, 
die spezifisch Schwermetalle binden, wie Glutathion und Phytochelatin, sollte im 
Rahmen dieser Arbeit ein Biosensor entwickelt werden, der – ohne andere Kationen 
zu detektieren – zur Schwermetalldetektion und -quantifizierung eingesetzt werden 
kann. 
 
Die Gewinnung der biologischen Komponente – Phytochelatin – sollte möglichst 
einfach und ohne aufwändige Reinigungsschritte erfolgen. Dafür war eine Synthese 
durch das Enzym Phytochelatin-Synthase (E.C.: 2.3.2.15) in einem Packbett geplant, 
um Proteinverunreinigungen in der fluiden Phase zu minimieren. Zur Konstruktion 
des Packbettes galt es, das Enzym fermentativ zu gewinnen, zu reinigen und zu 
immobilisieren. 
 
Zur Konstruktion des Biosensors sollten verschiedene Beschichtungs- und 
Aktivierungsmethoden des Quarzes untersucht werden, um eine stabile und 
bindungsfähige Beschichtung zu erhalten. Weiterhin sollte der Sensor durch die 
Anwendung zweier Modi, einer apparativ einfachen, statischen Methode und einer 
technisch anspruchsvolleren, kontinuierlichen Methode, charakterisiert werden. Zur 
selektiven Bestimmung von Kadmium sollte die Entwicklung einer geprägten Matrix 
untersucht werden.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Chemikalien 
Acetylen Messer-Griesheim (Bielefeld) 
Agar Difco Bacto Agar (Augsburg) 
Ammoniumsulfat Riedel-de-Haen (Seelze) 
Bovine serum albumine (Fraction V) Riedel-de-Haen (Seelze) 
Bradford-Reagenz Bio-Rad (München) 
Dithiobisnitrobenzoat (Ellmann’s Reagenz) Sigma-Aldrich (Steinheim) 
DL-Dithiothreitol Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Eialbumin Riedel-de-Haen (Seelze) 
Glukose-Monohydrat Roquette (Lestrem, Frankreich) 
Glutardialdehyd 25% Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Hefeextrakt Ohly (Hamburg) 
L-Glutathion, reduziert Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Magnesiumacetat Riedel-de-Haen (Seelze) 
Protein-Bioassay  Bio-Rad (München) 
Silikonöl Riedel-de-Haen (Seelze) 
 
Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden von Fluka (Neu-Ulm) der Reinheits-
stufe „p.A.“ verwendet. 
 
2.2 Mikroorganismen 
Schizosaccharomyces pombe var. pombe D18 h- (DSMZ Nr.: 3796) 
 
2.3 Puffer und Medien 
Puffer 1: 50 mM Tris-Acetat pH 8,0; 10 mM Magnesiumacetat; 1mM DDT;  
Puffer 2 (Aktivitätspuffer): Puffer 1; 4 mM GSH; 0,2 mM Kadmium 
YE-Medium: 3 % Glukose und 0,5 % Hefeextrakt in deionisiertem Wasser 
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2.4 Gewinnung der biologischen Komponente 
2.4.1 In-vivo-Induktion 
Die zu Beginn dieser Arbeit angewandte Methode der Phytochelatingewinnung 
erfolgte nach der klassischen In-vivo-Inkubation der Hefe Schizosaccharomyces 
pombe mit Kadmiumchlorid. Dazu wurden 20 mL YE-Medium in 100-mL-
Erlenmeyerkolben von einer 48 h bei 30 °C bebrüteten YE-Platte angeimpft. Diese 
Vorkultur diente nach 24-stündigem Schütteln bei 30 °C auf einem Rundschüttler 
(300 Upm) zum Animpfen von 100 mL YE-Medium in einem 1-Liter-Fernbachkolben. 
Nach 24-stündigem Schütteln bei 30 °C wurde die Hauptkultur mit 0,2 molarer 
Kadmiumchloridlösung induziert, so dass eine Endkonzentration von 0,2 mM erreicht 
wurde. Nach weiterer 24-stündiger Inkubation wurden die Hefen durch 20-minütige 
Zentrifugation bei 5.000 g geerntet. Die geernteten Zellen wurden gefriergetrocknet 
und trocken aufgeschlossen. Dazu wurden 100 mg des Lyophilisates mit 500 mg 
Glaskugeln von 0,2 mm Durchmesser gemischt und bei 25 Hz in der Kugelmühle 
(Retsch, Haan) 20 Minuten lang vermahlen. Das Mahlgut wurde in 1 mL destilliertem 
Wasser aufgenommen und zentrifugiert. Die weitere Behandlung des Überstandes 
setzte sich aus einer 5-minütigen Inkubation mit 150 µL NaBH4-Lösung (1 mg/mL in 
2,5 N NaOH), einer 10-minütigen Fällung mit 200 µL 3,5 N HCl auf Eis und 
anschließender Zentrifugation bei 15.000 g zusammen. Der nun erhaltene Überstand 
konnte direkt zur Analyse zu je 1 mL in HPLC-Vials gefüllt werden. Diese Proben 
wurden als Standard herangezogen, um die alternative Synthese der Phytochelatine 
vergleichen zu können.  
 
2.4.2 In-vitro-Induktion 
Fermentation von Schizosaccharomyces pombe 
Die Vorkulturen für die Fermentationen wurden in mit 100 mL YE-Medium befüllten 
1-Liter-Erlenmeyerkolben mit Schikanen angezogen. Inkubiert wurden die Kolben für 
24 Stunden bei 30 °C auf einem Rundschüttler und 300 Upm. Die Fermentationen 
erfolgten ebenfalls mit YE-Medium in 2-Liter-, 5-Liter- und 15-Liter-Fermentern der 
Firma B. Braun Biotech International GmbH (Melsungen), wobei die Inokulations-
menge immer 10 % des Volumens der Hauptfermentation entsprach. Um eine 
optimale Zellausbeute zu erreichen, wurden der pH-Wert und der vorliegende 
Sauerstoffpartialdruck im Medium reguliert. Die Konstanz des pH-Wertes gewähr-
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leistete das gesteuerte Zupumpen von 2 M NaOH, der gleichbleibende Sauerstoff-
partialdruck von 50 % wurde über die Rührerdrehzahl geregelt. Es wurden 
Fermentationen mit pH-Werten von 5, 6, 6,5, 7 und 8 durchgeführt. Die Doku-
mentation der optischen Dichte erfolgte durch stündliche Messung bei 620 nm gegen 
Luft. Zu Beginn der stationären Phase wurden die Hefen durch 20-minütige 
Zentrifugation bei 15.000 Upm geerntet, einmal mit 100 mL Puffer 1 gewaschen, zur 
weiteren Aufbewahrung in Puffer 1 im Verhältnis 1:10 resuspendiert und bei -20 °C 
eingefroren. Zur Erhaltung der Hefen wurden alle zwei Wochen neue Quadranten-
ausstriche auf YE-Agar angefertigt. 
 
2.5 Reinigung des Enzyms Phytochelatin-Synthase 
Die durch die Fermentationen erhaltenen Hefe-Zellen wurden durch unterschiedlich 
langes Mahlen in der Kugelmühle (Dispermat SL, VMA Getzmann, Reichshof) aufge-
schlossen. Es wurden Zeitspannen in Minuten-Abschnitten von 5 bis 20 Minuten 
gewählt und der Aufschlussgrad durch Lebendzellzahlbestimmung (Kap. 2.5.2), 
Proteingehalt (Kap. 2.5.1) und Enzymaktivität (Kap. 2.7) bestimmt. Die Temperatur 
des Mahlgutes wurde vor Beginn des Aufschlusses auf 4 °C gesenkt und während 
des Mahlens durch Einsatz eines Kühlbades unter 20 °C gehalten. Nach Zentri-
fugation des aufgeschlossenen Materials für 10 Minuten bei 15.000 g wurde der 
Überstand zur weiteren Behandlung abgenommen und auf Proteingehalt und 
Aktivität überprüft. 
 
2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes in allen Enzymproben und den 
vorliegenden Waschwässern wurde nach der Methode von Bradford (1976) durch-
geführt. Die photometrische Detektion beruht auf der Bindung des Farbstoffes 
Coomassie Brilliantblau G-250 an Proteine in saurer Lösung. Alle Versuchsansätze 
bestanden aus 800 µL der Probelösung und 200 µL Bradford-Reagenz (Bio-Rad, 
München). Die Proteinkonzentration der eingesetzten Proben betrug jeweils 1-25 µg 
Protein pro mL. 
 
  17 
 Material und Methoden 
2.5.2 Lebendzellzahlbestimmung 
Die Effizienzermittlung des Zellaufschlusses geschah durch mikroskopisches 
Auszählen der unbeschädigten Zellen in einer Zählkammer nach Thoma (Tiefe 
0,02 mm, Feldgröße 0,0025 mm). 
 
2.5.3 Ammoniumsulfat-Fällung 
Zur Teilreinigung der Phytochelatin-Synthase kam eine Ammoniumsulfat-Fällung 
zum Einsatz. Hierbei wurde der Effekt genutzt, dass Enzyme je nach ihrer Löslichkeit 
in einer Salzlösung bei bestimmten Salzkonzentrationen ausfallen. Die Fällung wurde 
mit zuvor gemörsertem Ammoniumsulfat durchgeführt, das langsam, in kleinen 
Mengen zu der Enzymlösung zugegeben wurde. Der Überstand des Ansatzes mit 
der Ammoniumsulfatkonzentration, in der das Enzym gerade noch löslich war (50%), 
wurde abgenommen und erneut mit Ammoniumsulfat versetzt, bis eine Konzentration 
erreicht wurde, die das Enzym ausfallen ließ. Nach erneuter Zentrifugation 
(10 Minuten, 10.000 g) wurde das pelletierte Enzym in 5 mL Puffer 1 gelöst und in 
einem Dialyseschlauch (neolab, Heidelberg) gegen 5 L Puffer 1 entsalzt. Die 
Lagerung aller dialysierten Proteinfraktionen erfolgte nach Lyophylisation bei -20 °C. 
 
2.5.4 Ethanolfällung 
Die Ethanolfällung erfolgte in Eppendorf-Reaktionsgefäßen auf Eis. Es wurden 
500 µL des Rohextraktes eingesetzt und mit 50, 100, 250, 500 und 1.000 µL 
vorgekühltem Ethanol (-20 °C) vermischt. Der Ethanol wurde tropfenweise und unter 
ständigem Schütteln zugesetzt. Nach 30-minütiger Inkubation im Überkopfschüttler 
bei 4 °C folgte eine Zentrifugation (10 Minuten, 10.000 g) und die Abtrennung des 
Ethanols des Überstandes und des resuspendierten Pellets durch eine Vakuum-
zentrifuge (Savant, Holbrook, New York, USA). 
 
2.6 Immobilisierung der Phytochelatin-Synthase 
2.6.1 Quervernetzung 
Um das teilgereinigte Enzym zu größeren Aggregaten zu verbinden, wurde eine 
Quervernetzung mit Glutardialdehyd vorgenommen. Hierzu wurden 10 mg der lyo-
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phylisierten Proteinfraktion in 1 mL Puffer 1 und 0,5 mL 25%iger Glutardialdehyd-
lösung gelöst, gut gemischt und für 2 Stunden bei 30 °C inkubiert. Zur Co-Immo-
bilisierung des Enzyms wurden dem oben beschriebenen Ansatz 100 mg Rinder-
serumalbumin hinzugefügt und die Menge an 25%iger Glutardialdehydlösung 
verdoppelt. Nach Zentrifugation des vernetzten Proteins bei 4.800 g für 20 Minuten 
und zweimaligem Waschen wurde das Immobilisat in 5 mL des oben genannten 
Puffers aufgenommen und in einem Ultraturrax (IKA Labortechnik, Staufen) fein 
homogenisiert. Um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern, erfolgte die 
Weiterverarbeitung der Immobilisate unmittelbar nach der Homogenisierung. 
 
2.6.2 Alginat-Einhüllung 
Zur Einhüllung des vernetzten Enzyms wurde 4%iges Natriumalginat verwendet. Das 
gesamte Volumen (5 mL) der durch die Quervernetzung produzierten Immobilisate 
(Kap. 2.6.1) wurde mit 5 mL 4%igem Alginat vermischt und durch eine Kanüle in 
100 mL einer, mit einem Magnetrührer gerührten, 2%igen Kalziumchlorid-Lösung 
eingetropft. Zur vollständigen Aushärtung wurden die Kugeln 1 Stunde unter 
ständigem Rühren in der Lösung belassen. Die Bestimmung des Immobilisierungs-
grades erfolgte durch die Überprüfung der Härtungslösung auf ihren Proteingehalt 
(Kap. 2.5.1). 
 
2.6.3 PVA-Einhüllung 
Eine Alternative zur Einhüllung in Alginat stellt das Immobilisieren in synthetischen 
Matrices dar. Hierzu wurden 3 g Polyvinylalkohol (PVA) und 3 g Polyethylenglycol 
(PEG) 400 in 21 mL 50 mM Puffer 1 bei 90 °C gelöst. Nach Abkühlung auf Raum-
temperatur folgte die Verseifung durch Zugabe von 1,5 mL einer 1,5 M NaOH-
Lösung. Die abschließende pH-Regulierung auf pH 7,9 wurde durch die Zugabe von 
1 M Essigsäure erreicht. Der eigentliche Einschluss der Biokatalysatoren erfolgte 
durch das Suspendieren der in Kapitel 2.7.1 erwähnten Immobilisate im Volumen-
verhältnis 1:3 in die Matrix und darauffolgendes Eintropfen der Suspension in -70 °C 
kaltes Silkonöl. Die so entstandenen Kugeln wurden mit Hexan gewaschen, ge-
trocknet und zur Aktivitätsbestimmung eingesetzt. 
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2.6.4 Sol-Gel-Einhüllung 
Die Herstellung des Sol-Gel-Immobilisates wurde ohne ein vorheriges Quervernetzen 
des Rohextraktes durchgeführt. Dazu wurden 100 mg des Lyophilisates in 1 mL 
Puffer 1 gelöst. Ferner wurden 250 µL 4%iges PVA, 125 µL 1 M NaF, 250 µL Iso-
propylalkohol, 1.100 µL PTMS (Propyltrimethoxysilan) und 370 µL TMOS (Tetra-
methoxysilan) in dieser Reihenfolge miteinander gemischt. Nach Beginn der 
Gelierung bei kräftigem Schütteln, wurde der Ansatz 10 Minuten auf Eis und 
anschließend 24 Stunden bei 20 °C gelagert. Das an Luft getrocknete Immobilisat 
wurde zu einem Pulver zerstoßen, in 10 mL 50 mM Tris-HCl-Puffer aufgenommen 
und 10 Minuten in einem Überkopfschüttler gewaschen. Nach Zentrifugation bei 
5.000 g und 4 °C folgte die erneute Trocknung des Immobilisates bei 30 °C und die 
Untersuchung des Waschwassers auf den Proteingehalt (Kap. 2.5.1) und die Aktivität 
(Kap. 2.7). Das getrocknete Sol-Gel wurde direkt nach Trocknung auf seine Aktivität 
untersucht (Kap. 2.7). 
 
2.7 Aktivitätstest 
Die Aktivitätsbestimmung der Phytochelatin-Synthase und aller Immobilisate dieses 
Enzyms erfolgte über eine Stunde bei 30 °C im Aktivitätspuffer (Kap. 2.3). Blind-
proben wurden ohne die Zugabe von Glutathion im Puffer durchgeführt. Der 
Eignungstest der einzelnen Immobilisate wurde durch den Einsatz in kleinen 
Reaktionssystemen realisiert. Diese Reaktionssysteme bestanden aus 2-mL-
Eppendorfreaktionsgefäßen, die mit einem Milliliter des Aktivitätspuffers und 2 
Immobilisat-Kugeln, bzw. einer äquivalenten Menge an quervernetztem, Sol-Gel-
eingehüllten oder nativem Enzym, befüllt waren. Nach Abschluss der Reaktion 
wurden 150 µL Natriumborhydrit-Lösung (1 mg/mL NaBH4 in 2,5 N NaOH) zu einem 
Milliliter der Probe zugegeben und der Ansatz 5 Minuten bei Raumtemperatur 
belassen. Es folgte die Zugabe von 200 µL 3,5 N HCl auf Eis, um die vorhandenen 
Proteine in dem Reaktionsansatz zu fällen. Nach Zentrifugation bei 15.000 g wurde 
der Überstand abgenommen und analysiert. Die Auswertung der Tests erfolgte durch 
den Einsatz einer HPLC-Analytik (Beckmann Gold, Krefeld) unter Verwendung einer 
LiChrosorb RP 18-Säule. Die Flussrate betrug 0,8 mL/min. bei einem Proben-
volumen von 0,05 mL und 25 °C. Die gebildeten Phytochelatine konnten durch die in 
Tab. 2.1 aufgeführten Parameter der HPLC als entsprechende Peaks identifiziert 
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werden. Die in der Tabelle aufgeführten Laufmittel A und B bestehen aus Acetonitril 
(A) und 0,05%iger Phosphorsäure (B) in Wasser. Die Detektion erfolgte durch das 
aufzeichnen der UV-Absorption bei 205 nm. 
 
Tab. 2.1: HPLC-Routine zur Bestimmung der Phytochelatin-Konzentration 
Laufmittel-Zusammensetzung Zeit 
[min] 
Fluss 
[mL/min] A [%] B [%] 
Dauer 
[min] 
Start 0,6 0 100 12 
12 0,6 50 50 30 
42 0,6 50 50 1 
43 0,6 0 100 10 
53 0,6 0 100 7 
60 0,6 0 100 0 
 
Zur spezifischen Detektion SH-Gruppen-reicher Substanzen wurde eine Nachsäulen-
derivatisierung mit Ellmann’s-Reagenz (0,1 mg/mL Ellmann’s Reagenz in 50 mM 
Kaliumphosphatpuffer, pH 8,0) durchgeführt. Sulfhydryl-Gruppen waren nach der 
Derivatisierung spektrometrisch bei 410 nm nachweisbar. Diese Detektionsmethode 
wurde unter denselben Bedingungen durchgeführt, jedoch bei einer Flussrate von 
1 mL/min. 
 
2.8 Kontinuierliche Herstellung von Phytochelatin 
Die kontinuierliche Produktion erfolgte in 27-mL-Plexiglassäulen mit Temperier-
mantel. Die Säulen (s. Abb. 2.1) wurden von den Werkstätten der RWTH Aachen 
gebaut. Die Synthese des Phytochelatins konnte unter kontinuierlichem Durchfluss 
des Aktivitätspuffers (0,7 mL/min, 0,5 mL/min bzw. 1 mL/min) durchgeführt werden. 
Die Rückhaltung der Immobilisate wurde durch ein Metallsieb sichergestellt. 
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Abb. 2.1: Detail- und Gesamtansicht des Versuchsaufbaus zur kontinuierlichen Produktion 
von Phytochelatinen 
 
2.9 Schwingquarze 
Für die Konstruktion des Biosensors wurden 10 MHz, AT-geschnittene Quarzkristall-
quarze mit beidseitiger Goldbeschichtung (FOQ, Bad Rappenau) verwendet (Abb. 
2.2). Alle Quarze besaßen angelötete Kontakte und einen Isolierungs- und 
Stabilitätssteg. 
 
 
Abb. 2.2: Schwingquarze für die Schwermetallanalytik 
 
2.9.1 Reinigung der Schwingquarze 
Zur Vorreinigung der Quarze wurden diese mit kochender „Piranha-Lösung“ (30%ige 
Wasserstoffperoxidlösung und 98%ige Schwefelsäure im Verhältnis 1:3) für 10 
Minuten behandelt, indem die Goldelektroden mit der Lösung benetzt wurden. Die 
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Lösung wurde durch Pipettieren abgezogen und die Prozedur wiederholt. Danach 
wurde erst mit Reinst-Wasser und dann mit wasserfreiem Ethanol gespült. Nach 
5-minütiger Inkubation in wasserfreiem Ethanol wurde wiederum mit Ethanol gespült 
und der Quarz direkt in die Modifikationskammer (Abb. 2.3) eingespannt. Die 
Notwendigkeit der Reinigung wurde durch direkte Immobilisierungsvergleiche von 
nicht gereinigten und gereinigten Quarzen gezeigt. 
 
 
Abb. 2.3: Edelstahlkammer zur Modifizierung der Schwingquarze 
 
2.9.2 SAMs (self-assembling monolayers) 
Allgemein erfolgte die Modifikation der Schwingquarze in einer speziellen Modi-
fikationskammer (Abb. 2.3). Die Quarze wurden dort eingespannt, mit den jeweiligen 
Einzelmolekülschicht-bildenden Chemikalien versetzt, und dann mit Parafilm ver-
schlossen. Das Volumen über der zu modifizierenden Goldelektrode betrug 150 µL. 
Die Generierung einer α-Liponsäure-Einzelmolekülschicht wurde durch den Einsatz 
von 2 % α-Liponsäure in wasserfreiem Ethanol bewerkstelligt. Zur Ausbildung einer 
Einzelmolekülschicht von 11-Mercaptoundekansäure bzw. 2-Mercaptoethylamin 
wurde ebenfalls auf eine 2%ige Lösung der jeweiligen Chemikalie in wasserfreiem 
Ethanol zurückgegriffen. Alle Ansätze wurden jeweils 24 Stunden bei 25 °C 
belassen. Nach der Schichtbildungsreaktion wurden die Quarze mit wasserfreiem 
Ethanol gespült und unter einem Stickstoffstrom getrocknet. 
 
2.9.3 Aufbringen der biologisch aktiven Komponenten 
Das Aufbringen einer Mono-Enzymschicht erfolgte durch die Aktivierung der 
Carboxyl-Endgruppen der α-Liponsäure bzw. der 11-Mercaptoundekansäure durch 
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Behandlung mit einer EDC/NHS-Lösung. Die Aktivierungslösung bestand aus einem 
0,1 M MES-Puffer pH 6,2 in dem 50 mM EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl) 
carbodiimid-Hydrochlorid) und 50 mM NHS (N-Hydroxy-succinimid) gelöst waren. 
Nach Auftropfen von 150 µL der Aktivierungslösung erfolgte die Reaktion für 5 
Stunden bei Raumtemperatur und wurde durch Spülen mit Reinst-Wasser beendet. 
Anschließend wurden die biologischen Komponenten jeweils zu 2 mg/mL in 50 mM 
Tris-HCl-Puffer pH 9,0 gelöst und 150 µL dieser Lösung auf die Quarze aufgebracht. 
Die Kopplungsreaktion vollzog sich zuerst für 2 Stunden bei Raumtemperatur, dann 
weitere 20 Stunden bei 4 °C. 
 
Die Modifikation der Quarze mit einer schwermetall-bindenden Matrix folgte bis zur 
Aktivierung der SAM dem oben aufgeführten Schema. Das Aufbringen der biolo-
gischen Matrix wurde nach zwei verschiedenen Methoden durchgeführt. Die erste 
Methode vereinte die Aktivierung der SAM mit der Ausbildung der Matrix. Dazu 
wurde zuerst ein Komplex aus der biologischen Komponente (Glutathion und 
Phytochelatin) und dem zu analysierenden Schwermetall gebildet. Dies wurde in 
300 µL eines 100 mM MES-Puffer pH 6,2 mit 8 mM Glutathion und 2 mM des zu 
detektierenden Schwermetallions durchgeführt. Nach Zugabe von 150 µL 50 mM 
EDC und 50 mM NHS und kurzem Durchmischen wurde die Lösung zu je 150 µL in 
die Modifikationskammern gegeben. Die Reaktionszeiten betrugen auch hier 2 
Stunden bei Raumtemperatur und 20 Stunden bei 4 °C. Anschließend wurden die 
Quarze mit Reinst-Wasser gespült und direkt in die Messkammern eingespannt. 
 
Ein anderer Weg wurde durch die Verwendung von Glutardialdehyd als querver-
netzendes Reagenz eingeschlagen. Hier wurde zunächst die aufgebrachte SAM 
durch eine EDC/NHS-Kopplung aktiviert und mit dem Peptid-Schwermetall-Komplex 
inkubiert (s.o.). Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurden 20 µL einer 25%igen 
Glutardialdehyd-Lösung zugegeben und gemischt. 
 
Um eine vollständige Bedeckung der Elektrode sicherzustellen, wurden die 
behandelten Elektroden nach den Bildungsreaktionen der Einzelmolekülschichten 
jeweils 20 Minuten einer 5%igen Dodekanthiol-Lösung in wasserfreiem Ethanol 
ausgesetzt. Nach kurzem Waschen mit Ethanol und Reinst-Wasser waren die 
Elektroden einsatzbereit. 
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2.9.4 Überprüfung der Beschichtungen 
Eine Kontrolle, ob die durchgeführten Modifikationen des Quarzes erfolgreich waren, 
erfolgte durch verschiedene Messungen. Die Qualität der gebildeten Einzelmolekül-
schicht, sowie der aufgebrachten, biologisch aktiven Schicht wurde mit Hilfe der 
zyklischen Voltammetrie eruiert. Hierbei handelt es sich um eine Messmethode, bei 
der ein Redoxpaar (Kalium(II)hexacyanoferrat) durch eine im Gradienten zyklisch 
wechselnde Spannung reduziert bzw. oxidiert wird. Der resultierende Stromfluss gibt 
Auskunft über die Qualität der Beschichtung der modifizierten Elektrode. Der 
Versuchsaufbau bestand aus einer Teflonkammer, in die der Quarz fixiert wurde, 
einer Referenzelektrode (Ag/AgCl) und einer Hilfselektrode aus 0,1 mm dickem 
Platindraht. Ein Potentiostat der Firma EG&G, Gaithersburg, USA, (Model 236A) 
diente als Spannungslieferant und zur Aufnahme der resultierenden Stromstärken. 
Aufgezeichnet wurden beide Werte über eine PCLD-8115 Analog-Digital-Wandler-
Karte und dem Programm FlexPro 2 (Geitmann, Menden). Die Messungen erfolgten 
in 10 mL einer 5 mM Kalium(II)hexacyanoferrat-Lösung, der 0,5 Mol/L Kaliumchlorid 
zugesetzt wurde. Ein Foto der Messanordnung ist der Abb. 2.4 gezeigt. Parallel 
wurde die Kinetik der Bindung der Einzelmolekülschicht sowie der biologischen 
Komponente an den Quarz durch simultane und Start-Stop-Messungen der 
Quarzfrequenz festgestellt. Der Versuchsaufbau hierzu ist im Kapitel 2.10 näher 
beschrieben. 
 
 
Abb. 2.4: Messaufbau der zyklischen Voltammetrie 
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2.10 Messaufbau des Biosensors 
Das Messsystem besteht aus einer Messkammer, einem Oszillator, einem Frequenz-
zähler und einem Computer. Die Hardware (der Frequenzzähler und der Oszillator) 
und die Software (Auswerteprogramm „N6“) stammen von der Firma HKR in 
München. Die Messzellen sind ein Eigenbau der Werkstätten der RWTH-Aachen. 
Abb. 2.5 zeigt den Aufbau einer Messkammer, die sowohl ansatzweise-, sowie auch 
kontinuierliche Messungen ermöglicht. Der modifizierte Quarz (10 MHZ, FOQ, Bad 
Rappenau) wurde mit Hilfe von O-Ringen zwischen die beiden Teile des Basis-
moduls geklemmt und konnte so zu einer Messung verwendet werden. Durch das 
Aufschrauben des Flusskopfes konnte eine kontinuierliche Messung durchgeführt 
werden.  
 
  
Abb. 2.5: Messkammer ohne (links) und mit (rechts) aufgeschraubtem Flusskopf 
 
Um eine kontinuierliche Schwermetallmessung zu ermöglichen, wurde eine HPLC-
Pumpe (Tegmenta, Rotkreuz, Schweiz) zur Generierung eines kontinuierlichen und 
pulsationsarmen Flüssigkeitsstromes verwendet. Die Flussraten wurden von 
0,05 mL/min bis 2 mL/min variiert. Durch den Einsatz eines 6-Wege-Ventils und der 
zugehörigen Probenschleife (2 mL) konnte eine pulsationsarme und genaue Zugabe 
der Schwermetall- und Regenerationslösung gewährleistet werden.  
 
Das durchgeführte Messprotokoll kann in fünf Schritte unterteilt werden: Nach 
Erreichen einer Basislinie wurde die schwermetallhaltige Probenlösung in die 
Probenschleife des 6-Wege-Ventils injiziert und dem Pufferstrom übergeben. Der 
Spülvorgang ergab sich automatisch durch die Konstruktion des Gesamtmess-
aufbaus: Durch die direkte Folge des Laufpuffers nach der injizierten Probe fügte 
sich der Waschschritt direkt an die Bindung der Schwermetalle an. Nach erneuter 
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Einstellung einer konstanten Frequenz wurde der Sensor durch die Zugabe von 
10 mM DDT in 100 mM MES-Puffer pH 6,0 regeneriert. Der Injektion folgte wiederum 
ein Waschschritt, der den Messzyklus komplettierte.  
 
Der gesamte Aufbau zur Messung von Schwermetallen ist in Abb. 2.6 abgebildet. 
Von links nach rechts sind folgende Komponenten zu erkennen: Nach dem Lauf-
pufferbehältnis und der Pumpe schließt sich das 6-Wege-Ventil und ein Abfallgefäß 
an. Die Messzelle, die Hardware und der Sammelbehälter für das Abwasser 
komplettieren den Aufbau. 
 
 
Abfallgefäß 
Abfallgefäß 
Messzelle 
Auswertung 
Messhardware 
6-Wege-Ventil Vorratsgefäß für Laufpuffer 
Pumpe 
Injektionsspritze Probenschleife 
Abb. 2.6: Gesamtaufbau zur kontinuierlichen Messung von Schwermetallen 
 
Das Messprotokoll der ansatzweisen Messung entspricht dem der kontinuierlichen 
Messung, die Probenaufgaben und Waschschritte wurden jedoch durch das 
Aufpipettieren von je 100 µL der entsprechenden Reagenzien vollzogen. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Gewinnung von Phytochelatin 
3.1.1 In-vivo-Induktion 
Ursprünglich diente die In-vivo-Induktion der Phytochelatin-Synthese in Schizo-
saccharomyces pombe dem Nachweis, in wie weit sich genetische Modifikationen 
auf die Phytochelatin-Produktion auswirken. Das Institut für Mikrobiologie der RWTH-
Aachen, bei dem die Untersuchungen durchgeführt wurden, beschäftigt sich seit 
langem mit der Hefe Schizosaccharomyces pombe, ihrer Schwermetallresistenz und 
Phytochelatinproduktion sowie der Detektion dieser schwermetallbindenden Peptide. 
Daher bot die Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl für Mikrobiologie eine ideale 
Grundlage zur mikrobiellen Produktion und Detektion von Phytochelatinen. 
 
Die nach Vorgabe des Instituts für Mikrobiologie durchgeführte In-vivo-Induktion 
wurde als konventionelles Verfahren zur Phytochelatin-Gewinnung angewandt, um 
zu Beginn dieser Arbeit ausreichende Mengen des schwermetallbindenden Peptids 
zu erhalten4. Die spezifische Detektion der Phytochelatine erfolgte durch die Inku-
bation mit Ellman’s Reagenz – der Nachweis gelang durch die Gelbfärbung der 
freien Sulfhydryl-Gruppen des Phytochelatins – und die spektrometrische Identi-
fizierung bei 410 nm nach chromatographischer Trennung des Reaktionsgemisches 
(Kap. 2.7). Da bei dieser Nachweismethode die Sulfhydryl-Gruppen modifiziert, und 
somit die Schwermetallbindung der Phytochelatine verhindert wird, wurde als 
Alternative eine chromatographische Trennung und Identifizierung der Phyto-
chelatine bei 205 nm implementiert. So konnte die Verwendung der Phytochelatine 
nach der chromatographischen Trennung realisiert werden. Abb. 3.1 zeigt den 
Ausschnitt eines HPLC-Graphen zur Überprüfung des Vorkommens von Phyto-
chelatin und dessen Konzentration im zellfreien, aufgearbeiteten Überstand. Das 
Chromatogramm der Proteinmessung bei 205 nm weist in dem gewählten Abschnitt 
zwei Peaks bei 19,2 und 23 Minuten auf. Diese Peaks korrelieren mit denen der 
Chromatogramme, die die SH-Gruppen-Detektion der Proben PC_2 (19,5 Minuten) 
und PC_3 (23,1 Minuten) darstellen. Somit konnte im Folgenden auch ohne 
                                            
4 Persönliches Gespräch mit Dr. Martin Zimmermann, Institut für Mikrobiologie der RWTH-Aachen 
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Modifizierung der Sulfhydryl-Gruppen Phytochelatin durch den Einsatz eines 
präparativen HPLC-Laufes gereinigt und gewonnen werden (Kap. 2.7). 
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Abb. 3.1: Ausschnitt aus Chromatogrammen der Proteinbestimmung (205 nm) und der PC-2- 
bzw. PC-3-Bestimmung (410 nm) zur Identifizierung von Phytochelatinen 
 
3.1.2 In-vitro-Induktion 
Zur beabsichtigten enzymatischen Produktion von Phytochelatinen wurden zunächst 
hohe Zellmassen von S. pombe benötigt, aus denen das katalytisch wirksame 
Enzym, die Phytochelatin-Synthase, gewonnen werden sollte. Die Fermentationen 
wurden in 100-mL- bis 15-L-Maßstäben durchgeführt, um die Hochskalierung der 
Hefefermentation lückenlos dokumentieren zu können. So gelang eine Hefeaufzucht 
in einer 15-L-Fermentation, die im weiteren Verlauf zur Anzucht der Zellen diente. 
Abb. 3.2 zeigt die Entwicklung der optischen Dichte und Anpassung der Rührer-
drehzahl, über die die Sauerstoffversorgung der Organismen konstant gehalten 
wurde, im Verlauf einer Fermentation von S. pombe in einem 15-Liter-Fermenter. 
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Abb. 3.2: Verlauf der Fermentation von S. pombe in einem 15-L-Fermenter 
 
Der OD-Wert folgte einer typischen Wachstumskurve unter Ausbildung einer 
Anwachs-, einer logarithmischen und einer stationären Phase. Inmitten der logarith-
mischen Phase war eine Anhebung der Rührerdrehzahl zu bemerken, die mit der 
steigenden Zelldichte an Höhe gewann. Ab ca. 17 Stunden konnte eine konstant 
bleibende Drehzahl beobachtet werden, die nach ca. 21 Stunden nach Fermenta-
tionsbeginn abfiel. Die volumetrische Produktivität der Fermentation betrug 
0,7 gTS/Lh. 
 
3.1.3 Zellaufschluss 
Der Aufschluss von S. pombe zur Gewinnung der Phytochelatin-Synthase wurde in 
einer gekühlten, kontinuierlich arbeitenden Zellmühle durchgeführt und, wie in Abb. 
3.3 zu sehen, über 31 Minuten verfolgt. Die Überprüfung des Aufschlussgrades 
erfolgte durch das Auszählen der noch intakten Zellen (Kap. 2.5.2) in einem 
Mikroliter des Mahlgutes zu den gegebenen Zeiten. 
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Abb. 3.3: Güte des Zellaufschlusses bei Vermahlung von S. pombe 
 
Die Aufzeichnung des Vermahlungsgrades der Hefen wurde erst nach sieben 
Minuten gestartet, die weitere Dokumentation zeigte einen raschen Anstieg der auf-
geschlossenen Zellen mit der Mahldauer. Nach elf Minuten allerdings setzte eine 
Verlangsamung der Aufschlussgeschwindigkeit ein, so dass in den folgenden 
Minuten der Vermahlungsgrad nur sehr langsam zunahm. Mit 90 % war der 
Aufschlussgrad nach 20 Minuten ausreichend hoch, um genügende Mengen Protein 
aus den Zellen zu gewinnen. Zudem musste zu diesem Zeitpunkt die Vermahlung 
unterbrochen werden, da die Temperatur des Mahlgutes über 10 °C gestiegen war. 
Der hinreichende Aufschluss und die erzwungene Unterbrechung des Mahl-
vorganges ließen die Mahldauer von 20 Minuten als guten Kompromiss erscheinen, 
um in möglichst kurzer Zeit, möglichst unbeeinträchtigtes Zelllysat zu erhalten. 
 
3.1.4 Proteinfällung 
Um in späteren Experimenten Phytochelatine In-vitro herstellen zu können, ist es von 
Vorteil Biokatalysatoren mit einer möglichst hohen spezifischen Aktivität einzusetzen. 
Dieses Ziel kann mit einer oder mehreren Fällungen des Rohextraktes, in dem sich 
sämtliche Enzyme befinden, erreicht werden. Neben der Lösungsmittelfällung 
(Kap. 2.5.4), die keinerlei brauchbaren Ergebnisse lieferte, ist die Ammoniumsulfat-
Präzipitation eine weitere einfache und häufig verwendete Fällungsmethode, die 
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auch im weiteren zur Konzentration des gewünschten Proteins – der Phytochelatin-
Synthase – angewandt wurde (Kap. 2.5.3). Im Vorfeld erhaltene Ergebnisse aus 
Aktivitätstests zeigten, dass bei einer 50%igen Sättigung des Rohextraktes die 
gesamte Aktivität der Phytochelatin-Synthase im Überstand der mit Salz versetzten 
Probe vorhanden war (Tab. 3.1). Durch das Einstellen höherer Konzentrationen bis 
70 % konnte sowohl im Überstand als auch im Pellet der zentrifugierten Proben 
Aktivität nachgewiesen werden.  
 
Tab. 3.1: Aktivitätsverteilung der Phytochelatin-Synthase zwischen Überstand und Präzipitat 
verschiedener Ammoniumsulfat-Fällungsstufen 
 50 % Sättigung 60 % Sättigung 70 % Sättigung 75 % Sättigung 
Überstand + + + - 
Präzipitat - + (+) + 
 
 
Erst durch das Einstellen einer Salzkonzentration von 75 % konnte die Aktivität aus-
schließlich im resuspendierten Präzipitat nachgewiesen werden. Anhand dieser 
Ergebnisse wurde der durch den Zellaufschluss erhaltene Rohextrakt im Weiteren 
einer Ammoniumsulfat-Fällung (50 % Sättigung) unterzogen, zentrifugiert und der 
Überstand abgenommen. Durch erneute Zugabe von Ammoniumsulfat bis zu einer 
Endkonzentration von 75 %, Zentrifugation, Resuspension und Dialyse konnte ein 
teilgereinigtes Präparat erhalten werden.  
 
Die Behandlung des Rohextraktes mit Ammoniumsulfat bis zu einer Sättigung von 
50 % resultierte in einer Erhöhung der spezifischen Aktivität um das 11fache. Wurde 
die Salzkonzentration des Überstandes weiterhin auf eine Sättigung von 75 % 
erhöht, steigerte sich die spezifische Aktivität der Phytochelatin-Synthase im 
Präzipitat gegenüber der des Rohextraktes um das 18fache. In Abb. 3.4 ist die 
Entwicklung der spezifischen Aktivität durch die vollzogenen Fällungsschritte 
aufgetragen. 
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Abb. 3.4: Vergleich der spezifischen Aktivitäten der Phytochelatin-Synthase in verschiedenen 
Fällungsstufen durch eine Ammoniumsulfat-Präzipitation bei 8 °C 
 
3.1.5 Synthesetemperatur 
Um die optimale Temperatur für die In-vitro-Synthese von Phytochelatin durch die 
PC-Synthase zu ermitteln, müssen außer dem Temperaturoptimum des Enzyms 
auch temperaturabhängige Abbauprozesse der Substrate mit einbezogen werden. 
Dies gilt im Besonderen für das als Oxidationsschutz verwendete Dithiothreitol (DTT). 
Vor allem Glutathion, welches als Baustein bei der PC-Synthese unbedingt von 
Nöten ist, wird durch oxidative Prozesse modifiziert und steht nicht mehr zum Aufbau 
von Phytochelatin zur Verfügung. Das Additiv DTT, welches reduzierend auf Disulfid-
brücken und oxidierte Sulfhydryle wirkt, soll diese Oxidation von Glutathion verhin-
dern bzw. rückgängig machen. Da Oxidationsreaktionen im Allgemeinen temperatur-
abhängig sind, müssen sie ebenso wie das Temperaturoptimum des Enzyms mit zur 
Ermittlung der Synthesetemperatur herangezogen werden. Abb. 3.5 zeigt die 
spezifische Aktivität und das Auftreten von oxidiertem DTT in Abhängigkeit dreier 
verschiedener Temperaturen.  
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Abb. 3.5: Aktivitätsvergleich des 75 %-Präzipitates und Auftreten des oxidativen 
Nebenproduktes von DTT bei drei verschiedenen Inkubationstemperaturen 
 
Aus der Abb. 3.5 ist zu ersehen, dass mit steigender Temperatur eine vermehrte 
Oxidation des DTT auftritt. Die Oxidation des DTT korreliert nahezu linear mit dem 
Anstieg der Temperatur, die Aktivität der PC-Synthase allerdings nicht. Von 5 °C bis 
15 °C ist nur ein geringer Anstieg der spezifischen Aktivität zu verzeichnen, die 
Steigerung der spezifischen Aktivität von 15 °C zu einer Inkubationstemperatur von 
25 °C entspricht dem zehnfachen der vorher betrachteten Erhöhung. Die Oxidation 
des DTT steigt mit steigender Temperatur rapide an (+ 70 %), während der Tempera-
turanstieg nur eine relativ geringe Auswirkung auf die spezifische Aktivität der PC-
Synthase zeigt (+ 22 %). Nach Berücksichtigung dieser Ergebnisse wurde die 
Standardprozedur zur Phytochelatin-Synthese bei 5-8 °C durchgeführt. 
 
3.1.6 Immobilisierung 
Für eine kontinuierliche und möglichst effiziente in-vitro-Synthese von Phytochelatin 
und somit eine effizientere Produktionsmethode zur Verfügung zu haben, wurde das 
teilgereinigte Enzym Phytochelatin-Synthase in verschiedenen Matrices immobilisiert. 
Die folgenden Untersuchungen zielen auf die Bestimmung des Immobilisierungs-
grades, die Aktivität der Immobilisate und ihr Verhalten bei Schwermetallexposition. 
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Zur besseren Übersicht der Ergebnisse wird dieses Kapitel nach den Einhüllungs-
matrices gegliedert. Eingehüllt wurden grundsätzlich der Rohextrakt (RE) und das 
resuspendierte Präzipitat der 75 % fraktionierten Ammoniumsulfat-Fällung in querver-
netzter (75 % c) und co-quervernetzter (75 % cc) Form. Den Immobilisierungsgrad 
der verschiedenen Vernetzungs- und Einhüllungs-Typen zeigt Abb. 3.6. Es ist zu 
erkennen, dass eine Vernetzung des Proteins für einen höheren Immobilisierungs-
grad unabdingbar ist, da ohne eine vorherige Verknüpfung der Immobilisierungsgrad 
nur 70 bis 80 % beträgt. Generell verbessert sich die Effizienz der Proteinrückhaltung 
durch das Quervernetzen und das Co-quervernetzen. Allein der Einschluss in Sol-
Gel lässt einen nahezu 100%igen Immobilisierungsgrad erkennen.  
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Abb. 3.6: Vergleich der Immobilisierungseffizienz der verwendeten Immobilisate 
(75 % = Präzipitat der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung; 
c = quervernetzt; cc = co-quervernetzt) 
 
Die generelle Fähigkeit der Immobilisate, über einen längeren Zeitraum 
Phytochelatin bilden zu können, wurde, um die hohe Anzahl der einzelnen 
Untersuchungen überblicken und durchführen zu können, durch den Einsatz von 
zwei Immobilisatkugeln bzw. einer entsprechenden Menge Sol-Gel-Immobilisats in 
einem Milliliter des Inkubationspuffers überprüft. Die Enzymaktivität „Unit“ wurde als 
µM gebildetes Phytochelatin-2 pro Stunde definiert. „U/g“, die spezifische Aktivität, 
bezieht sich auf ein Gramm eingesetztes Protein. Im Folgenden werden die 
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Charakteristika der einzelnen Immobilisate nach Immobilisierungsmatrix gestaffelt 
untersucht. 
 
Sol-Gel 
Nach Immobilisierung des teilgereinigten Enzyms in Sol-Gel konnte keinerlei Rest-
aktivität der Immobilisate festgestellt werden. Zudem war eine vollständige Adsorp-
tion des in dem Aktivitätspuffer eingesetzten Kadmiums der Sol-Gel-Matrix zu 
beobachten. Diese Ergebnisse führten zum Ausschluss dieser Immobilisierungs-
matrix in weiterführenden Versuchen. 
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Abb. 3.7: Entwicklung der spezifischen Aktivität des nativen, quervernetzten (c) und co-
quervernetzten (cc) Präzipitates der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung 
(75 %), eingehüllt in Alginat  
 
In Abb. 3.7 ist zu erkennen, dass die spezifische Aktivität des in Alginat eingehüllten 
75 % Präzipitates in den ersten drei Tagen um jeweils 50 % der vorhergehenden 
Aktivität absank. Ab dem dritten Tag war eine in etwa gleich bleibende spez. Aktivität 
zu verzeichnen, wobei der Trend zu einem weiteren Absinken der Aktivität 
vorherrschte. Die vernetzten Proteinfraktionen wiesen schon zu Beginn der 
Aufzeichnungsphase eine sehr geringe Aktivität von ungefähr einem Zehntel bis 
einem Hundertstel der Aktivität der nicht vernetzen Proteinfraktion auf. Diese 
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geringen Aktivitäten blieben hingegen bis zum Abbruch der Messungen stabil und 
durch die Quervernetzung wurde der Ausblutungsgrad der Immobilisate ent-
scheidend verringert (Abb. 3.8).  
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Abb. 3.8: Ausblutungsverhalten des nativen, quervernetzten (c) und co-quervernetzten (cc) 
Präzipitates der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung (75 %), eingehüllt in 
Alginat 
 
Bluteten aus den nicht vernetzten Immobilisaten nach fünf Tagen bis zu 65 % des 
Proteins aus, konnte die Vernetzung den prozentualen Verlust an Protein auf 4 % 
durch die Quervernetzung und 1,5 % durch die Co-Quervernetzung senken. Die 
erhaltenen Ergebnisse des Ausblutungsverhaltens des in Alginat eingehüllten 75 %-
Präzipitates (65 % nach fünf Tagen) unterstützen weiterhin, dass die Durchführung 
der PC-Synthese bei 8 °C vorgenommen werden sollte. Dies wird weiterhin durch die 
Ergebnisse aus den Kadmiumsorptionsversuchen untermauert (Abb. 3.9).  
 
  37 
 Ergebnisse 
0
10
20
30
40
50
60
1 2 3 4 5
Versuchsdauer [Tage]
C
d-
A
uf
na
hm
e 
[%
]
75 %; 25 °C 75 %; 8 °C 75 % c; 8 °C 75 % cc; 8 °C
 
Abb. 3.9: Kadmium-Aufnahme der Alginat-Immobilisate mit nativem, quervernetztem (c) und 
co-quervernetztem (cc) Präzipitat der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung 
(75 %) 
 
Während der niedrigen Temperatur von 8 °C kam es zu einer Kadmiumaufnahme der 
Immobilisate von 5-8 %. Die Erhöhung der Temperatur resultierte in einer Kadmium-
aufnahme in die Alginat-Immobilisate von ca. 50 % innerhalb von fünf Tagen. Da die 
Kadmiumaufnahme in bzw. die Kadmiumbindung der Immobilisate sich negativ auf 
die Induktion des Enzyms auswirkt, ist eine niedrige Synthesetemperatur hier von 
Vorteil. 
 
PVA 
Eine weitere Methode, Enzyme zu immobilisieren, bietet die Umhüllung durch das 
kryogelierende Polymer PVA. Auch hier wurde das durch die fraktionierte Präzipi-
tation gewonnene 75 %-Pellet nativ, quervernetzt und co-quervernetzt zur Immobili-
sierung eingesetzt. Die Entwicklung der spezifischen Aktivität der verschiedenen 
Immobilisate ist in Abb. 3.10 dargestellt. 
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Abb. 3.10: Entwicklung der spezifischen Aktivität des nativen, quervernetzten (c) und co-
quervernetzten (cc) Präzipitates der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung 
(75 %), eingehüllt in PVA 
 
Wieder war eine starke Aktivitätsabnahme des nativ in PVA eingehüllten 75 % 
Pellets nach dem ersten Reaktionstag zu erkennen. Allerdings belief sich die 
Abnahme auf knapp 60 % des Ausgangswertes, setzte sich aber an den darauf 
folgenden Tagen nicht fort. Ab dem zweiten Tag blieben die Werte in etwa stabil, 
zum Ende der Messung war ein weiterer Abfall der Aktivität zu verzeichnen. Durch 
die Vernetzung des Präzipitates wurden spezifische Aktivitäten, die in etwa einem 
Zehntel bis einem Fünfzigstel der Aktivität des nicht vernetzten Präzipitates 
entsprachen, erreicht. Auch hier (den ersten Tag ausgenommen) war kein 
signifikanter Aktivitätsverlust über den Reaktionszeitraum zu erkennen. 
 
Das Ausbluten der Proteine aus der PVA-Matrix konnte durch die Vernetzung des 
Präzipitates von durchschnittlich 25 % auf durchschnittlich 9 % über fünf Tage 
gesenkt werden. Durch die Co-Quervernetzung gelang eine Erniedrigung des Aus-
blutens auf durchschnittlich 4 % über fünf Tage (Abb. 3.11). 
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Abb. 3.11: Ausblutungsverhalten des nativen, quervernetzten (c) und co-quervernetzten (cc) 
Präzipitates der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung (75 %), eingehüllt in 
PVA 
 
Kontrollversuche mit nicht vernetztem Präzipitat bei 25 °C ergaben ein stufenweises 
Ausbluten der Proteine bis zu einem Prozentsatz von 85 %. Die Kadmiumkonzen-
trationen der Immobilisate während der Synthese bei 8 °C wiesen ein konstantes 
Niveau bei 5-8 % der Kadmium-Ausgangskonzentration in der Lösung auf, während 
die Inkubation bei 25 °C eine Kadmiumbindung der Matrix von bis zu 52 % mit sich 
brachte. Die Abb. 3.12 zeigt die Kadmiumaufnahmen der Immobilisate über einen 
Zeitrum von fünf Tagen bei den Synthesetemperaturen von 8 und 25 °C. 
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Abb. 3.12: Kadmium-Aufnahme der PVA-Immobilisate mit nativem, quervernetztem (c) und 
co-quervernetztem (cc) Präzipitat der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-Fällung 
(75 %) 
 
3.1.7 Kontinuierliche Phytochelatin-Produktion 
Das erklärte Ziel dieses Teilaspektes – der kontinuierlichen Phytochelatin-Produktion 
– war die Synthese von Phytochelatin durch ein Verfahren, das eine Aufreinigung der 
Produkte durch geringe Proteinkontamination unnötig machen sollte. Durch Verwen-
dung einer solchen Methodik könnte das synthetisierte Phytochelatin ohne weitere, 
aufwändige Trennung direkt zur Modifikation eines Biosensors verwendet werden. 
Aus den Ergebnissen der 2-mL-Versuchsansätze ging hervor, dass für eine erfolg-
reiche Synthese von Phytochelatin die Inkubation bei 8 °C durchzuführen ist. Um die 
Inkubationslösung möglichst proteinfrei zu halten, war der Einsatz von quer-
vernetzten und eingehüllten Proteinfraktionen der fraktionierten 75 %-Fällung not-
wendig. Abb. 3.13 zeigt die Produktion von Phytochelatin innerhalb eines 6-wöchigen 
Versuchszeitraumes. 
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Abb. 3.13:  Kontinuierliche Produktion von Phytochelatin-2 (PC-2) durch quervernetztem (c) 
und co-quervernetztem (cc) Präzipitat der fraktionierten 75 % Ammoniumsulfat-
Fällung (75 %) eingehüllt in Alginat bzw. PVA, in einem 27-mL-Festbettreaktor 
 
Die Daten aus Abb. 3.13 zeigen eine starke Zunahme der PC-2-Konzentration 
innerhalb der ersten Woche. Die höchste Produktion erfolgte durch die Inkubation 
von co-quervernetztem, in PVA eingehülltem Präzipitat (P/cc), gefolgt von dem 
quervernetzten Präzipitat in PVA (P/c) und dem co-quervernetzten Präzipitat in 
Alginat (A/cc). Das in Alginat eingehüllte, quervernetzte Präzipitat (A/c) zeigte keine 
Aktivität. Im Verlauf der zweiten Woche wurde ein leichter Anstieg der PC-2-
Konzentration in den Ansätzen der Präparate A/cc und P/cc erkennbar, während die 
PC-2-Konzentration im Ansatz des P/c-Präparates leicht zurückging. Dieser Trend 
setzte sich auch in der dritten Woche fort und wurde nun auch bei dem Ansatz des 
A/cc-Präparates beobachtet. Die PC-2-Konzentration des P/cc-Ansatzes stieg dage-
gen um 1,9 mg/L an. Dem A/c-Ansatz war weiterhin keine Aktivität nachzuweisen. 
Nach einer erneuten Induktion ließ sich ein genereller Anstieg der PC-2-Konzen-
tration beobachten, besonders bei den Ansätzen der Präparate P/cc und P/c. Die 
Konzentrationszuwächse aller Ansätze verringerten sich nach nochmaliger Induktion 
in der folgenden Woche. 
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3.2 Schwingquarze 
3.2.1 Reinigung der Schwingquarze 
Die während des gesamten Forschungsprojektes eingesetzten piezoelektrischen 
Schwingquarze wurden von der Firma FOQ (Bad Rappenau) bezogen. Zur weiteren 
Verwendung als Komponente des Biosensors mussten die Quarze im Vorfeld 
gereinigt werden, um eine lückenlose und gleichmäßige Verteilung der später aufge-
brachten Beschichtung garantieren zu können. Der Reinigungserfolg konnte mit den 
zur Verfügung stehenden Analysetechniken nur indirekt über die Qualität der Be-
schichtung veranschaulicht und nachgewiesen werden. Abb. 3.14 zeigt – wie in allen 
folgenden Graphen verwendet – auf der y-Achse den Frequenzunterschied, d.h. den 
Wert, um den sich die zu diesem Zeitpunkt gemessene Frequenz im Bezug auf die 
Ausgangsfrequenz unterscheidet. Auf der x-Achse ist die Dauer der Messung 
aufgetragen. 
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Abb. 3.14: Beschichtungsvergleich eines gereinigten und eines ungereinigten Quarzes; 
Beschichtungsreagenz: α-Liponsäure 
 
Die Immobilisierungen von α-Liponsäure auf einem gereinigten und einem unge-
reinigten Quarz zeigten einen deutlichen Unterschied in der Massenzunahme der 
beiden Quarze (Abb. 3.14). Der Frequenzverlust des gereinigten Quarzes fällt im 
Vergleich mit dem ungereinigten Quarz fast 3-mal höher aus. Beide Kurven beschrei-
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ben eine Sättigungskinetik, wobei die Kurve, die bei Beschichtung des ungereinigten 
Quarzes aufgenommen wurde, früher in eine Sättigung übergeht. 
 
3.2.2 Aufbringen der Einzelmolekülschichten 
Einzelmolekülschichten bilden die Grundlage zur Modifikation des Quarzes mit den 
biologischen Komponenten, indem sie als Bindeglied zwischen der biologischen und 
der technischen Seite eines Biosensors fungieren. In Vorversuchen wurden die 
Bindungsgüten von verschiedenen Einzelmolekülschicht-bildenden Molekülen unter-
sucht, um die generelle Ausprägung der Beschichtung und die unterschiedliche 
Funktionalität der eingesetzten Substanzen zu überprüfen. In Abb. 3.15 sind exem-
plarisch die voltammetrisch erhaltenen Kurven eines unmodifizierten Quarzes und 
drei modifizierter Quarze (α-Liponsäure (TA), 11-Mercaptoundekansäure (11-MUS) 
und 2-Mercaptoethylamin (2-MEA)) gegenübergestellt. 
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Abb. 3.15: Voltammogramm eines nicht modifizierten Quarzes (blank) und dreier modifizierter 
Quarze (TA = α-Liponsäure; 11-MUS = 11-Mercaptoundekansäure; 2-MEA = 
Mercaptoethylenamin) 
 
Die Kurve des ungereinigten Quarzes zeigt deutlich das Verhalten des eingesetzten 
Redoxpaares. Der Ausschlag bei 0,34 V deutet auf die Oxidation des Kaliumhexa-
zyanoferrats (K4[Fe(CN)6]) zu dessen Redoxpartner K3[Fe(CN)6] hin, der Ausschlag 
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bei 1,61 V auf dessen Wiederherstellung durch Reduktion. Die mit 2-MEA 
behandelte Elektrode lässt erneut die Ausschläge der Redox-Modifikation erkennen, 
jedoch in einem weit geringeren Maße. Der durch die Reduktion hervorgerufene 
Stromfluss vermindert sich um 67,4 %. Die Graph der mit α-Liponsäure behandelten 
Elektrode lässt dagegen eine sehr flache Kurve erkennen, die auch keine 
Ausschläge mehr zeigt. Bei ansteigender Spannung wird jedoch eine kleine 
Erhöhung der Stromstärke von 38 µA sichtbar. Ähnlich zeigt sich auch der Verlauf 
der mit 11-Mercaptoundekansäure behandelten Elektrode, allerdings ist kein Anstieg 
der Stromstärke bei höheren Spannungen erkennbar. 
 
Der eingesetzte kurzkettige Einzelschichtbildner 2-MEA zeigt im Vergleich zu den 
langkettigen Chemikalien grundlegend verschiedene Charakteristika, wie in Abb. 
3.16 zu sehen ist.  
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Abb. 3.16: Voltammogramme zweier mit 2-MEA beschichteten Quarze (2-MEA = reine 
Beschichtung mit 2-Mercaptoethylenamin; 2-MEA geblockt: zusätzliche 
Beschichtung mit Dodekanthiol) 
 
Die Kurve des mit 2-MEA beschichteten Quarzes zeigt erneut die schon in Abb. 3.15 
erkannten Ausschläge aufgrund der Reduktion und der Oxidation des Redoxpaares. 
Eine weitere Behandlung des Quarzes mit Dodekanthiol (2-MEA geblockt) bewirkte 
einen Rückgang der Netto-Stromstärke um 24 %, die Elektrodenoberfläche wurde 
„abgeblockt“. Die Leitfähigkeiten der mit den anderen Schichtbildnern modifizierten 
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Elektroden wurden durch die zusätzliche Behandlung mit Dodekanthiol allerdings 
nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). 
 
Ein umfassenderes Bild bietet der Vergleich aller verwendeten Einzelschichtbildner in 
Abb. 3.17. Die durch die Messung eines nicht modifizierten Quarzes erreichte 
Maximalstromstärke wurde gleich 0 % gesetzt und die Bedeckungsgüte der modi-
fizierenden Chemikalien anhand der korrelierenden Maximalspannungen errechnet. 
Während die langkettigen Beschichtungsmaterialien nahezu 100 % der Elektrode 
abdecken, sinkt die Fähigkeit zur Abschottung bei den kurzkettigen Chemikalien um 
5,3 % (α-Liponsäure) bzw. 32,6 % (2-MEA). 
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Abb. 3.17: Vergleich der Bedeckungsgüten von Dodekanthiol (DT), 11-Mercaptoundekansäure 
(11-MUA), 11-Mercaptoundekanol (11-MUO), α-Liponsäure (TA) und 
2-Mercaptoethylenamin (2-MEA) 
 
3.2.3 Aktivierung der Einzelmolekülschichten 
Um die biologischen Komponenten auf den Quarz aufbringen zu können, muss 
zunächst ein Anker geschaffen werden, an den die Proteine oder Peptide binden 
können. Mit Hilfe der EDC/NHS-Reaktion werden reaktive Endgruppen auf den 
Einzelmolekülschichten gebildet, die zur Anbindung der biologischen Komponenten 
dienen. Abb. 3.18 zeigt den Prozess der Aktivierung von Carboxylgruppen auf dem 
Quarz während der Frequenzmessung in der Modifikationszelle. Über einen Zeitraum 
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von 45 Minuten sinkt die Frequenz um 116 Hz ab. Die erste Hälfte der Messung ist 
von einem stetig linearen Abfall der Frequenz geprägt, während die zweite Hälfte 
einer Sättigungskinetik ähnelt.  
 
-120
-100
-80
-60
-40
-20
0
20
40
60
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Zeit [h]
Fr
eq
ue
nz
un
te
rs
ch
ie
d 
[H
z]
 
Abb. 3.18: Messung des Frequenzrückganges während der EDC/NHS-Beschichtung 
 
Eine weitere Methode zur Aktivierung der Einzelmolekülschichten besteht in der 
Verwendung von Glutardialdehyd (GDA). Auch hier konnte die Bindung der Reagenz 
an die Endgruppen der Quarzbeschichtung mittels Frequenzmessung nachgewiesen 
werden. Um eine bessere Übersicht zu gewährleisten, ist in Abb. 3.19 ein Vergleich 
der maximalen Frequenzverluste bei Gebrauch der EDC-, EDC/NHS-Kopplung und 
der GDA-Aktivierung dargestellt. 
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Abb. 3.19: Vergleich des Frequenzabfalls bei Inkubation verschiedener Aktivierungs-
reagenzien (EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid; 
NHS = N-Hydroxysuccinimid; GDA = Glutardialdehyd) 
 
Ausgehend von den zur Beschichtung gewählten Reagenzien ist eine deutliche 
Tendenz des Frequenzverlustes sichtbar: Während die Beschichtung durch das EDC 
einen Frequenzverlust von 97 Hz verursachte, nahm die Frequenz bei gleichzeitiger 
NHS-Zugabe um weitere 20 Hz ab. Die höchste Änderung des Schwingungs-
verhaltens des Quarzes erfolgte aber durch die Modifikation durch GDA. Hier sank 
die Frequenz um insgesamt 167 Hz. Zur Modifikation aller weiteren Quarze wurden 
im Folgenden die beiden aussichtsreichsten Aktivierungsmethoden – die EDC/NHS-
Kopplung und die GDA-Aktivierung – verwendet. 
 
3.2.4 Aufbringen der Proteinschicht 
Das Koppeln der biologischen Komponenten geschieht in den beschriebenen 
Methoden durch die Ausbildung einer Peptidbindung zwischen der aktivierten 
Einzelmolekülschicht und dem aufzubringenden Peptid, bzw. durch die Ausbildung 
einer Schiff’schen Base zwischen den Bindungspartnern. In Abb. 3.20 sind die 
Frequenzabnahmen bei Kopplung der in dieser Arbeit verwendeten biologischen 
Komponenten dargestellt. Die Kopplung erfolgte bei allen Komponenten durch eine 
EDC/NHS-Aktivierung einer 11-MUS Einzelmolekülschicht. 
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Abb. 3.20: Frequenzabnahmen bei Kopplung verschiedener biologischer Komponenten 
(GSH = Glutathion; EDA = Ethylendiamin) 
 
Die Kopplung von GSH auf der funktionalisierten Quarzoberfläche verursachte eine 
Frequenzabnahme von 870 Hz. Die Kadmium-Komplexe von GSH und PC-2 erziel-
ten jeweils höhere Frequenzabnahmen. Die höchste Frequenzabnahme bewirkte die 
Kopplung des GSH-EDA-Komplexes. 
 
3.2.5 Stabilitätsuntersuchungen 
Temperatureinfluss 
Die wichtigste Vorraussetzung zur Messung von geringen Frequenzunterschieden ist 
das Vorhandensein einer stabilen Basislinie. Tritt hier schon eine hohe Abweichung 
auf oder wird eine nicht zu kontrollierende Schwankung beobachtet, sind alle 
Folgemessungen nicht aussagekräftig. Den größten Effekt auf die Frequenzstabilität 
bei piezoelektrischen Messsystemen übt die Umgebungstemperatur aus, da sie 
einen direkten Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften der fluiden Phase 
ausübt. Für die Quarze selber spielt die Umgebungstemperatur eine untergeordnete 
Rolle, da es sich um stabile AT-geschnittene Quarze handelt. Da aufgrund von 
Kostenfaktoren und zugunsten einer praktikablen und einfachen Konstruktion keine 
Temperiervorrichtung in die Flusszelle integriert wurde, wurden die Temperatur-
schwankungen mit Hilfe einer Referenzzelle ermittelt und mit den Originaldaten 
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verrechnet. Die Werte der Frequenzverschiebung und der Temperaturentwicklung 
wiesen eine Korrelation auf, die in Abb. 3.21 dargestellt ist. 
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Abb. 3.21: Korrelation zwischen Temperatur der flüssigen Phase über dem Quarz und der 
resultierenden Frequenz 
 
Schwankung des Sensors 
Die in Abb. 3.22 dargestellte Frequenzmessung wurde mit einem frisch modifizierten 
(11-MUS und Cd2(GSH)2), gereinigten Quarz aufgenommen und zeigt in den ersten 
zwei Stunden des Spülens im kontinuierlichen Pufferstrom (0,2 mL/min) eine Fre-
quenzzunahme des Quarzes von durchschnittlich 2 Hz. Im späteren Verlauf 
allerdings pendelte sich die Frequenz auf einen Wert ein, der mit einer maximalen 
Schwankung von +/- 1 Hz über den Rest der Messung stabil blieb. Die Unter-
brechung des Flüssigkeitsstromes hatte keinen Effekt auf das Rauschverhalten des 
Sensors.  
 
50 
Ergebnisse 
-2
-1
0
1
2
3
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [h]
Fr
eq
ue
nz
sc
hw
an
ku
ng
 [H
z]
 
Abb. 3.22: Frequenzschwankung eines modifizierten Quarzes über sechs Stunden. 
Modifikation: 11-MUS und Cd2(GSH)2 
 
Der für diese Messung benutzte Quarz zeigte über mehrere Stunden hinweg eine 
Frequenzstabilität von +/- 1 Hz, während ein Quarz, der mit 2-MEA und Cd2(GSH)2 
modifiziert wurde einen Drift von 9 Hz über 35 Minuten hinweg aufwies (Abb. 3.23). 
Die Frequenzzunahme entwickelte sich fast linear über die Zeit. 
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Abb. 3.23: Frequenzschwankung eines modifizierten Quarzes über sechs Stunden. 
Modifikation: 2-MEA (2-Mercaptoethanol) und Cd2(GSH)2 
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Vorgreifend auf das Kapitel der Schwermetallmessung kann an dieser Stelle die 
erfolgreiche Durchführung von reproduzierbaren Schwermetalldetektionen durch die 
2-MEA-Beschichtung erwähnt werden. Da aber die Stabilität der Quarzbeschichtung 
keine längeren und/oder mehrfache Untersuchungen zuließ, wurde im Weiteren auf 
diese Immobilisierungsmethode und die nähere Charakterisierung der Beschichtung 
verzichtet. 
 
3.3 Schwermetallmessungen  
Zuerst wurde eine einfache Methode der Schwermetallmessung angewandt, bei der 
keine Pumpe eingesetzt wurde. In diesem Fall wurden die zu analysierenden Proben 
mit einer Spritze in den Messraum injiziert, nach einer Inkubationszeit durch den 
ursprünglichen Puffer ersetzt und der Quarz wieder regeneriert. Für alle weiteren 
Messungen wurden nur Quarze verwendet, die durch 11-MUS und Cd2(GSH)2 
modifiziert wurden, da diese Art der Immobilisierung der biologischen Komponente 
durch die Vorversuche am effektivsten erschien. 
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Abb. 3.24: Exemplarische „statische“ Messung 
 
Die erste Abbildung (Abb. 3.24) in diesem Kapitel soll den generellen Verlauf einer 
statischen Messung verdeutlichen. Zu Beginn der Messung lag eine Basislinie vor, 
die eine Frequenzschwankung von höchstens 2 Hz aufwies. Nach Zugabe des 
Schwermetalls (hier Kadmium, Ziffer 1) zeigte sich eine Frequenzabnahme. Nach ca. 
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30 Sekunden konnte wieder eine Basislinie, jedoch mit einer geringeren Frequenz 
beobachtet werden. Die mit der Ziffer 2 markierten Schritte zeigen die Auswirkungen 
zweier Waschschritte, die zur Entfernung der eingetragenen Schwermetalllösung 
eingesetzt wurden. Auch hier stellten sich jeweils wieder stabile Basislinien ein, 
jedoch unterschieden sie sich um 30 Hz von der Ausgangsfrequenz. Der nun 
folgende Regenerationsschritt (Ziffer 3) ist von einem relativ großen Frequenzabfall 
geprägt. Das Erreichen der erneuten Basislinie dauerte hier im Vergleich zu den 
vorher besprochenen Injektionsschritten fast dreimal so lange. Der Messzyklus wird 
durch die Injektion des Ausgangspuffers und dem damit einhergehenden Frequenz-
anstieg auf das Ausgangsniveau abgeschlossen (Ziffer 4). 
 
3.3.1 Charakterisierung der statischen Messmethode 
Einspritzverhalten 
Die zu analysierenden Schwermetalllösungen wurden im statischen Messverfahren 
der Messkammer durch eine Spritze zugeführt. Die Untersuchung des Einspritz-
verhaltens (Abb. 3.25) zeigte beim schnellen, kräftigen Einspritzvorgang einen 
starken Frequenzabfall während der Einspritzphase und folgend ein langsames 
Annähern an einen konstanten Wert nach etwa acht Minuten. Der Graph, der das 
langsame Einspritzen der Schwermetalllösung darstellt, zeigte allerdings über 
mehrere Sekunden starke Frequenzunterschiede, näherte sich aber dann – einer 
Sättigungskinetik folgend – ebenfalls einem konstanten Wert an, der analog zu der 
vorher besprochenen Kurve nach etwa acht Minuten erreicht und gehalten wurde. 
Das nachfolgende Waschen der Messkammer wurde bei beiden Einspritzverfahren 
identisch vollzogen, so dass es hier keinerlei Unterschied zu bemerken gab. Die 
nach der Reinigung der Messkammer erhaltene konstante Frequenz wies in beiden 
Fällen eine Zunahme von 7 Hz in Bezug auf die vorhergehende Frequenz auf. 
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Abb. 3.25: Einfluss des Einspritzverhaltens auf die Frequenz bei statischer Schwermetall-
messung 
 
Wiederholbarkeit 
Die in Abb. 3.25 gezeigten Graphen wurden simultan an zwei verschiedenen 
Steuerungsanschlüssen aufgenommen, was auch den Versatz der Kurven bei den 
Injektionszeitpunkten erklärt. Trotz des Einsatzes von zwei Quarzen werden nach 
dem Entfernen der Schwermetalllösung aus der Messkammer sehr ähnliche 
Frequenzen erreicht. Die Wiederholbarkeit von aufeinanderfolgenden Schwermetall-
messungen an einem Quarz zeigt die Abb. 3.26.  
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Abb. 3.26: Frequenzverlauf von aufeinanderfolgenden Messungen im statischen System 
 
Wie schon in der Abb. 3.24 erläutert, folgt auch die in der Abb. 3.26 dargestellte 
Messung der generellen Verfahrensweise der statischen Schwermetallanalyse. Das 
erste Absinken der Frequenz markiert die Zugabe der Schwermetalllösung (Ziffer 1), 
Ziffer 2 zeigt das Auswaschen der Messkammer, gefolgt von der Injektion der 
Regenerationslösung (Ziffer 3) und deren Auswaschung (Ziffer 4). Diese Prozedur 
wurde im direkten Anschluss an die erste Messung wiederholt. Die Frequenzen nach 
dem jeweiligen Auswaschen der Schwermetalllösung betrugen 17 bzw. 16 Hz, so 
dass von einer Reproduktion der Messung gesprochen werden kann. Die am Ende 
der zweiten Messung erreichte Frequenz weicht im Schnitt um 1 Hz von der zu 
Beginn gemessenen Frequenz ab.  
 
3.3.2 Regeneration der biologischen Komponenten  
Die vollständige Ablösung der gebundenen Metalle und der damit verbundenen 
Regeneration der biologischen Komponente ist von essentieller Bedeutung für den 
repetitiven Einsatz des Sensors. Zur Regeneration wurden verschiedene Metall-
Chelatoren sowie reduzierende Agenzien eingesetzt und, wie in Abb. 3.27 
dargestellt, miteinander verglichen. Die Achsenbeschriftung wurde derart gewählt, 
dass eine 100%ige Regeneration ein vollständiges Erreichen der Ausgangsfrequenz 
bei darauffolgender erneuter Bindung von Schwermetallen repräsentiert. 
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Abb. 3.27: Vergleich der Regenerationsreagenzien EDTA, DTT, Acetat-Puffer (pH 4) und 
PO4-Puffer (pH 2) 
 
Der Einsatz von DTT ermöglichte eine 100%ige Regeneration des Quarzes, während 
der Einsatz des Acetat- und des Phosphat-Puffers sehr geringe bzw. keine Re-
generation erwirkte. Die Injektion von EDTA allerdings erhöhte die Frequenz des 
regenerierten Quarzes noch über dessen Anfangsfrequenz hinaus. 
 
3.3.3 Schwermetallmessungen im statischen System 
Aufgrund der in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnisse wurde die generelle 
Fähigkeit des Biosensor-Aufbaus zur Schwermetalldetektion erwiesen und der 
Biosensor nachfolgend auf seine Sensitivität und Selektivität hin analysiert. Für die 
folgenden, grundlegende Messungen zur Charakterisierung des Sensors wurden – 
zur Bestimmung der Eckdaten des Sensoraufbaus – aus den oben beschriebenen 
Vorversuchen die erfolgsversprechendsten Modifikationen kombiniert und auf ihre 
Funktionalität hin untersucht. Die günstigsten Vorraussetzungen zur allgemeinen 
Charakterisierung des schwermetall-bindenden Sensors sind nach den vorliegenden 
Ergebnissen durch die Beschichtung mit 11-MUS und deren Aktivierung durch 
EDC/NHS gegeben, da sich die Aktivierung als sehr reaktiv und die Einzelmolekül-
schicht als sehr langlebig herausgestellt haben. Als biologische Komponente zur 
Charakterisierung des Biosensors wurde der Glutathionkomplex Cd2(GSH)2 hinzu-
gezogen.  
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Selektivität 
Der Sensor wurde auf seine Selektivität geprüft, indem jeweils verschiedene Schwer-
metalle zu gleichen Molaritäten dem Standardpuffer zugesetzt und in die Zelle inji-
ziert wurden. Abb. 3.28 zeigt den Vergleich der Frequenzrückgänge nach Injektion 
verschiedener Schwermetalllösungen. Um eine Vergleichbarkeit zu gewährleisten, 
wurden jeweils 6 µmolare Lösungen der Schwermetalle zur Messung eingesetzt. 
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Abb. 3.28: Selektivität eines 11-MUS/Cd2(GSH)2 modifizierten Sensors im statischen System  
 
Die verwendete Beschichtung ließ die Bindung aller eingesetzten Schwermetalle und 
des Metalloids Arsen zu. Allerdings wurden die äquivalent konzentrierten Analyten in 
unterschiedlichem Maße gebunden. Der größte Frequenzunterschied von 30 Hz war 
durch die Injektion einer Kadmiumlösung zu erkennen, gefolgt von den Analyten Blei 
und Kupfer, die einen Frequenzabfall von 24 bzw. 22 Hz beobachten ließen. Den 
geringsten Frequenzunterschied (13 Hz) zeigte die Injektion des Metalloids Arsen. 
Kalzium und Magnesium, die ebenfalls wie die untersuchten Schwermetalle als 2fach 
positive Ionen in Lösung vorlagen, verursachten keine Frequenzverluste. 
 
Sensitivität 
Um unbekannte Konzentrationen eines Schwermetalls in Lösung zu bestimmen, 
muss eine Kalibrationsgerade für den Sensor angefertigt werden. Exemplarisch zeigt 
Abb. 3.29 eine Kalibrationsgerade für Kadmium mit Trendlinie und Geraden-
gleichung. 
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Abb. 3.29: Kalibrationsgerade von Kadmium aufgenommen durch einen 11-MUS/Cd2(GSH)2 
modifizierten Quarz 
 
Deutlich ist der lineare Bereich der Kalibrationsgeraden von 1 bis 30 µM Kadmium zu 
erkennen. Darüber liegende Konzentrationen (50 µM) weichen von der Trendlinie ab 
und wurden deshalb nicht zur Berechnung der Geradengleichung mit einbezogen. 
 
3.3.4 Schwermetallmessung im kontinuierlichen System 
Anders als die im vorigen Kapitel beschriebene Methode, statisch die Schwermetall-
konzentration einer Lösung zu bestimmen, wird in diesem Kapitel die Möglichkeit 
einer kontinuierlichen Schwermetallmessung beschrieben. Für den Aufbau wurde 
eine Pumpe benötigt, die einen möglichst konstanten und pulsationsarmen Flüssig-
keitsstrom erzeugt, damit der empfindliche Quarz durch das Durchströmen der 
fluiden Phase geringstmöglich beeinflusst wird. Der Graph der kontinuierlichen 
Messung (Abb. 3.30) zeigt in wesentlichen Punkten – im Vergleich zur statischen 
Messung – starke Unterschiede, die durch das Wegfallen der Waschschritte bedingt 
sind. Zum besseren Verständnis des Messvorganges zeigt Abb. 3.30 den generellen 
Verlauf einer Schwermetallmessung mit anschließender Regeneration im kontinuier-
lichen System bei einer Flussrate von 0,2 mL/min.  
 
58 
Ergebnisse 
-35
-30
-25
-20
-15
-10
-5
0
5
0 10 20 30 40 50 60 7
Zeit [min]
Fr
eq
ue
nz
un
te
rs
ch
ie
d 
[H
z]
0
 
Abb. 3.30: Exemplarische Schwermetallmessung im kontinuierlichen System 
 
Nach Erreichen eines konstanten Ausgangsniveaus wurde die metallsalzhaltige 
Lösung durch pulsationsfreies Umschalten eines 6-Wege-Ventils in den Pufferstrom 
geleitet. Dies führte zu einem Frequenzrückgang des Quarzes von 32 Hz. Im 
weiteren Verlauf der Messung stieg die Frequenz bis zu einem neuen Niveau von 
22 Hz. Der Injektion der Regenerationslösung folgte eine weitere Frequenzerhöhung, 
die ihrerseits in ein neues Niveau überging, dessen Frequenz allerdings 3 bis 4 Hz 
über der Startfrequenz lag. Im Folgenden werden alle Ergebnisse zur Konzen-
trationsbestimmung ausschließlich mit der Frequenzabnahme und Einstellung der 
konstanten Basislinie dargestellt. 
 
Wiederholbarkeit 
Wie auch bei der Methode der statischen Schwermetallmessung spielt auch in der 
kontinuierlichen Nachweismethode die Reproduzierbarkeit eine wichtige Rolle. Abb. 
3.31 zeigt die wiederholte Injektion einer 20 µM Kadmiumlösung und die anschlie-
ßende Regeneration. 
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Abb. 3.31: Wiederholbarkeit der Schwermetallmessung im kontinuierlichen System 
 
Durch die Injektion des schwermetallhaltigen Puffers wird die Frequenz des Quarzes 
bis zum Erreichen eines stabilen Wertes herabgesetzt, die Substitution der Regene-
rationslösung lässt die Frequenzwerte wieder zu ihrem ursprünglichen Wert zurück-
kehren. Dieses Erscheinungsbild wiederholt sich bei erneuter Durchführung der 
beschriebenen Prozedur. Es ist zu beobachten, dass sowohl die Frequenzen nach 
Schwermetallexposition als auch nach der Regeneration bei den wiederholten 
Messungen nahezu identisch sind. 
 
Selektivität 
Wie auch bei der statischen Messvariante, wurden die beschichteten Quarze auf ihre 
Selektivität gegenüber den verwendeten Schwermetallen untersucht. Abb. 3.32 zeigt 
die Abhängigkeit der Endfrequenz des Quarzes von den eingesetzten Schwer-
metalllösungen. Um eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der statischen 
Messmethode zu ermöglichen, wurden – wie auch zur Messung des semikonti-
nuierlichen Ansatzes – 6 µM eines jeden Schwermetalls eingesetzt. 
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Abb. 3.32: Selektivität eines 11-MUS/Cd2(GSH)2 modifizierten Sensors im kontinuierlichen 
System 
 
Wieder ist eine deutliche Abstufung der Frequenzunterschiede bei Injektion der 
verschiedenen Schwermetalllösungen – wie auch schon bei der statischen Mes-
sung – zu erkennen. Es ist zu ersehen, dass Kadmium den stärksten Frequenz-
verlust verursacht, gefolgt von Blei, Kupfer und Arsen. Auch hier lassen die als 
zweiwertige Ionen auftretenden Erdalkalimetalle Kalzium und Magnesium keinen 
Frequenzverlust erkennen.  
 
Der direkte Selektivitätsvergleich der mit Cd2(GSH)2 beschichteten Quarze zeigt 
eindeutig eine generell höhere Frequenzabnahme bei Schwermetallexposition im 
kontinuierlichen Messverfahren im Vergleich zu der statischen Messmethode. Die 
zusätzlich auftretenden Frequenzunterschiede der kontinuierlichen Verfahrensweise 
belaufen sich bei allen untersuchten Schwermetallen (außer Kadmium) auf 30 bis 
45 %. Der im Fluss verzeichnete Frequenzabfall bei Kadmiumexposition zeigt die 
höchste Reaktion und übersteigt die im statischen Verfahren erreichten Frequenzen 
um 87 %. Der Vergleich in Abb. 3.33 zeigt nochmals anschaulich, dass im Mittel 
keine „Nicht-Schwermetalle“ wie Kalzium und Magnesium gebunden werden. 
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Abb. 3.33: Vergleich der Selektivitäten eines PC-2-modifizierten Quarzes (PC-2-mod.) im 
kontinuierlichen (kont.) System und zweier GSH-modifizierten Quarze im 
kontinuierlichen sowie statischen (stat.) System 
 
Der Vergleich der verschiedenen Messmodi zeigte eine gesteigerte Sensitivität der 
kontinuierlichen Methode, die Betrachtung der Selektivität allerdings ließ keinen 
großen Unterschied zwischen beiden Versuchsdurchführungen erkennen. Einzig die 
stark erhöhte Kadmiumsensitivität im Zuge der kontinuierlichen Messmethode sticht 
aus der sonst eher homogenen Verteilung der Werte heraus. Die Ergebnisse der 
Schwermetallbindung durch Phytochelatin zeigen eine erhöhte Sensitivität gegen-
über allen verwendeten Schwermetallen. Die Möglichkeit, auch im kontinuierlichen 
System Schwermetallkonzentrationen durch den Frequenzabfall des Sensors 
bestimmen zu können, zeigt Abb. 3.34. Die Kalibrationsgerade von Kadmium präsen-
tiert die größte Steigung, gefolgt von der Blei, Kupfer und Arsen.  
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Abb. 3.34: Kalibrationsgeraden von Kadmium, Blei, Arsen und Kupfer (Quarz modifiziert mit 
(PC/Cd)-Komplex; Fluss: 0,2 mL/min) 
 
3.3.5 Geprägte Matrix 
Die vorangegangene Charakterisierung beschreibt die generelle Fähigkeit des 
modifizierten Sensors, Schwermetalle zu binden und somit zu detektieren. Die bis-
herigen Ergebnisse zeigen eine allgemeine Bindung von Schwermetallen, was 
jedoch eine Differenzierung verschiedener Schwermetalle nicht erlaubt. Aus einem 
Gemisch verschiedener Schwermetalle kann somit nicht auf das Vorhandensein 
bestimmter Metalle geschlossen werden. Durch das Einbringen von, für einzelne 
Schwermetalle spezifischen, Bindungsstellen in eine Matrix sollte eine charak-
teristische Erfassung einzelner Schwermetalle möglich sein. Durch die kovalente 
Verknüpfung einzelner Glutathion-Metall-Komplexe sollten Netzwerke geschaffen 
werden, die – nach Herauslösen der Metalle – ihre Struktur erhalten und damit die 
metall-spezifischen Bindungsstellen präsentieren können. Die so erhaltenen Matrices 
beinhalten die Negativstruktur der vormals gebundenen Ionen bei und sollen so eine 
wiederholte Bindung nur dieser Ionen gewährleisten. Abb. 3.35 zeigt den Vergleich 
einer Kadmium- und einer Kupfermessung im kontinuierlichen Messverfahren im 
Kadmium-geprägten System bei einem Fluss von 0,1 mL/min. Die zur Messung 
benutzten Schwermetallkonzentrationen beliefen sich jeweils auf 20 µM, um die 
Reaktion des Messsystems auf relativ hohe Konzentrationen zu überprüfen.  
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Abb. 3.35: Spezifische Kadmium-Detektion (20 µM) durch eine geprägte Matrix im 
kontinuierlichen System (Kontrolle: 20 µM Kupfer) 
 
Der Abbildung ist das typische Frequenzverhalten einer kontinuierlichen Messung 
anzusehen, wie es auch in Abb. 3.30 beschrieben wurde. Nach der Injektion der 
Schwermetalllösung sank die Frequenz rapide ab, näherte sich einem neuen Fre-
quenzniveau und nahm schließlich wieder zu. Der Steigungsgrad allerdings hing 
direkt mit dem verwendeten Schwermetall zusammen. Die für diese Messungen 
verwendete Beschichtung des Quarzes bestand aus einer Kadmium-geprägten, 
vernetzten Matrix, die – wie in Abb. 3.35 zu sehen – Kadmium und Kupfer unter-
schiedlich intensiv band. Während die Frequenz nach Kupferexposition relativ 
schnell auf ihren Ausgangswert zurückging, stellte sich bei Kadmium-Exposition ein 
neuer konstanter Wert um 170 Hz ein. 
 
Auch bei relativ geringen Konzentrationen (2 µM) kann oben beschriebenes Ver-
halten beobachtet werden. Um die Allgemeingültigkeit dieser Bindungsunterschiede 
zu bestätigen, wurden weiterhin Versuche mit Schwermetallkonzentrationen von 
2 µM durchgeführt. Hierzu wurde dieselbe Immobilisierungstechnik, wie sie auch zur 
Produktion der letztgenannten Ergebnisse herangezogen wurde, verwendet. Die 
erhaltenen Ergebnisse der selektiven Schwermetallbestimmung bei niedriger 
Schwermetallexposition sind in Abb. 3.36 dargestellt. 
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Abb. 3.36: Spezifische Kadmium-Detektion (2 µM) durch eine geprägte Matrix im kontinu-
ierlichen System (Kontrolle: 2 µM Kupfer, 2 µM Blei) 
 
Auch in dieser Abbildung ist das typische Verhalten der Frequenzverläufe bei 
kontinuierlichem Betrieb zu erkennen. Nach Reduktion der Frequenz, bei Schwer-
metallkontakt, stellte sich – bei Bindung der Schwermetalle – eine neue konstante 
Frequenz unterhalb der Anfangsfrequenz ein, während bei nicht erfolgter Bindung die 
Frequenz wieder nahezu den Ausgangswert erreichte. Im Vergleich zur Exposition 
mit hohen Schwermetallkonzentrationen konnten allerdings keine „Buckel“ entdeckt 
werden, die normalerweise kurz nach der Schwermetallexposition zu erkennen 
waren (Abb. 3.30). Da nur die Frequenz des mit Kadmium in Kontakt gekommenen 
Quarzes auch nach dem Auswaschen der Zelle erniedrigt bleibt, kann auf die Spezi-
fität der aufgetragenen Beschichtung geschlossen werden. 
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4. Diskussion 
4.1 Phytochelatin-Produktion und Immobilisierung 
4.1.1 In-vivo-Induktion 
Die ursprüngliche Anwendung der In-vivo-Induktion – der Aktivitätsnachweis der 
Phytochelatin-Synthase – bildete die Basis der Produktion des schwefelhaltigen 
Schwermetallchelators. Um die Aktivitätsuntersuchungen durchführen zu können, 
mussten Induktionsmethoden zur Bildung von Phytochelatin ebenso wie Nachweis-
methoden der gebildeten Peptide entwickelt werden (Hayashi et al. 1991; Al-Lahham 
et al. 1999). Die Induktion erfolgte durch die Zugabe von Kadmium, dem potentesten 
Induktor der Phytochelatin-Synthase (Nakazawa und Takenaga 1998, Nakazawa et 
al. 2002, Cobbett 2001). Die intrazelluläre Bildung des Phytochelatins bedurfte aber 
eines Aufschlusses der Zellen und einer Trennung der Phytochelatine aus der 
Gesamtheit der freigewordenen Proteine, was generell zu einer hohen Schwer-
metallkontamination sämtlicher, für diese Schritte notwendiger Geräte führte. Die 
Identifizierung der Phytochelatine gelang nach der Trennung in einer HPLC-Säule 
durch die Inkubation mit Ellmann’s-Reagenz (Rauser 1991, Sneller et al. 2000). Die 
durch die Färbungsreaktion modifizierten Phytochelatine konnten allerdings nicht zur 
Schwermetallchelatisierung eingesetzt werden, da die dazu notwendige Thiol-
Gruppe durch das Nachweisreagenz blockiert wird (Sneller et al. 2000). Eine 
alternative Detektionsmethode konnte durch die normale Trennung in der Säule und 
zusätzlicher Erfassung von Proteinen im Allgemeinen bei 205 nm erfolgreich etabliert 
werden. Durch den Vergleich der beiden Chromatogramme konnten die Peaks der 
neu entwickelten Trennmethode eindeutig den jeweiligen Phytochelatinen zuge-
ordnet werden (Abb. 3.1). 
 
4.1.2 In-vitro-Induktion 
Die in dieser Arbeit vorgestellte innovative Methode der In-vitro-Phytochelatin-
Produktion verlangt als Ausgangspunkt die Produktion des Enzyms, das die 
Synthese ermöglichen soll – der Phytochelatin-Synthase. Die grundlegenden 
Reaktionsoperationen der In-vitro-Synthese von Phytochelatin lehnen sich an die 
Versuchsdurchführungen von Hayashi et al. 1991, Al-Laham et al. 1999 und Vata-
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maniuk et al. 2000 an. Das Institut für Mikrobiologie der RWTH-Aachen forscht seit 
langem auf dem Gebiet der Schwermetallresistenz, unter anderem auch mit der Hefe 
Schizosaccharomyces pombe. Dieser Organismus wurde als Enzymlieferant 
gewählt, da die Reinigung von Phytochelatinen aus der Hefe und der Produktions-
mechanismus der Phytochelatine hinreichend bekannt waren. Die Vorteile dieser 
Hefe liegen in ihrer schnellen Wachstumsrate, der guten Aufschlussmöglichkeit der 
Zellen und einer relativ hohen Schwermetall-Toleranz, was für eine ausreichende 
Phytochelatin-Bildung spricht (Hayashi et al. 1991; Al-Lahham et al. 1999). Durch die 
Fermentation in einem 15-L-Fermenter konnte eine volumetrische Produktivität von 
0,7 gTS/Lh erreicht werden, was im Bereich einer normalen Hefe-Fermentation liegt. 
Die Fermentationsdaten aus Abb. 3.2 lassen eine typische Wachstumskurve 
erkennen, die von einer Anwachs-, einer exponentiellen und einer stationären Phase 
geprägt ist. Das Ansteigen der Rührerdrehzahl in der Mitte der exponentiellen Phase 
lässt sich dadurch erklären, dass der eingestellte Schwellenwert der Sauerstoff-
konzentration unterschritten wurde. Die Anhebung der Rührerdrehzahl kompensierte 
den Effekt durch die gesteigerte Zerschlagung der Luftblasen im Medium. Nach 
Erreichen der stationären Phase fiel die Rührerdrehzahl etwas ab, da durch das 
fehlende Wachstum und den Rückgang der Lebendzellzahl der Sauerstoffbedarf der 
Zellen stetig sank.  
 
4.1.3 Zellaufschluss 
Da das Enzym Phytochelatin-Synthase intrazellulär in S. pombe vorliegt, mussten die 
Zellen aufgeschlossen werden. Als Aufschlussmethode wurde die Vermahlung mit 
Glaskugeln in einer gekühlten Mühle gewählt, da die Vermahlung als ein einfaches, 
enzymschonendes und schnelles Verfahren gilt (Schutte und Kula 1990). Zu Beginn 
der Vermahlung wurde eine hohe Vermahlungsrate, also ein hoher Aufschluss der 
Zellen pro Zeiteinheit, beobachtet (Abb. 3.3). Mit der Zeit sank die Vermahlungsrate 
jedoch stetig ab, da die immer niedriger werdende Konzentration an intakten Zellen 
die Wahrscheinlichkeit der einzelnen Zelle durch den Mahlkörper zerstört zu werden 
senkt. Die steigende Temperatur während der Vermahlung und die niedrigen 
Vermahlungsraten ab der 20. Minute führten zum Abbruch der Vermahlung nach 20 
Minuten. So wurde eine längere Exposition der Proteine außerhalb der Zelle bei 
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erhöhter Temperatur vermieden. Dies sollte einem Aktivitätsverlust des Enzyms 
vorbeugen. 
 
4.1.4 Proteinfällung 
Eine hohe spezifische Aktivität der Enzyme spielt bei deren Immobilisierung eine 
große Rolle, da somit Immobilisate mit einer höheren Gesamtaktivität bzw. 
Produktivität hergestellt werden können. Die Aktivität einer Immobilisatkugel erhöht 
sich zusätzlich mit der Konzentration des zu immobilisierenden Enzyms. Da Immobili-
sierungsmatrices nur einen bestimmten Umfang an Protein aufnehmen können, 
vergrößert sich die Aktivität pro Gramm Immobilisat, wenn das zu immobilisierende 
Enzym reiner vorliegt und somit in größerem Umfang eingeschlossen werden kann. 
Eine Steigerung der spezifischen Aktivität kann durch die Fällung der nicht an der 
gewünschten Reaktion teilnehmenden Proteine erreicht werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde auf die Fällung mittels Ammoniumsulfat zurückgegriffen, da diese 
Fällungsmethode einfach durchführbar, kostengünstig und enzymschonend ist 
(Kuehner et al. 1996) und eine Reinigung des Enzyms durch eine Lösungs-
mittelfällung nicht erfolgreich durchgeführt werden konnte. Aus Tab. 3.1 geht hervor, 
dass im Überstand einer Ammoniumsulfat-Sättigung von 50 % PC-Synthaseaktivität 
vorhanden, im Präzipitat allerdings keine Aktivität nachzuweisen war. Höhere 
Sättigungsraten bis 70 % ließen in beiden Fraktionen Aktivität erkennen, erst eine 
Fällung durch Sättigung des Rohextraktes mit 75 % Ammoniumsulfat ließ die 
gesamte Aktivität der PC-Synthase im Präzipitat erkennen. Die ungewöhnlich hohen 
Salzkonzentrationen, die zur Fällung des Enzyms PC-Synthase notwendig waren 
stellen eine Seltenheit dar. In der vorliegenden Literatur beschriebene Enzyme 
lassen sich bei weit geringeren Salzgehalten fällen (Friederich et al. 1998). Das 
gleichzeitige Vorkommen der PC-Synthase-Aktivität in den Überständen als auch in 
den Präzipitaten der 60 % bzw. 70 % Fällungsansätzen kann durch das Vorliegen 
der PC-Synthase als Monomer und Dimer erklärt werden (Grill et al. 1989, Ruotolo 
2004). Wahrscheinlich unterscheiden sich die Konformationen des Enzyms derart, 
dass sie bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen ausfallen. Da das Enzym wegen 
der hohen, zur Fällung notwendigen, Salzgehalte recht osmotolerant zu sein scheint 
und zusätzlich als Mono- und Dimer vorliegen kann (Grill et al. 1989), ist die hohe 
Salzkonzentration von 75 % zur vollständigen Fällung erklärbar. Die höchstmögliche, 
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durch die Salzfällung realisierbare Reinigung des Enzyms konnte durch eine 
fraktionierte Fällung erreicht werden. Die Proteine, die durch die 50%ige Sättigung 
des Rohextraktes ausfielen, wurden durch Zentrifugation entfernt, der Überstand zu 
75 % mit Ammoniumsulfat gesättigt und wieder zentrifugiert. Das nun erhaltene 
Präzipitat enthielt nur Proteine, die in den Sättigungsschritten von 50 bis 75 % 
ausfallen. Die in Abb. 3.4 dargestellten spezifischen Aktivitäten verifizieren deutlich 
das Konzept der Steigerung der spezifischen Aktivität durch die Ammoniumsulfat-
Fällung. Durch die fraktionierte Fällung wurde eine Steigerung der spezifischen 
Aktivität um das 18fache erzielt. Friederich et al. 1998 dagegen fällten den Roh-
extrakt von Silene vulgaris durch das Einstellen einer 15%igen Ammoniumsulfat-
Sättigung. Diese Fällung erbrachte aber nur eine Steigerung der spezifischen Aktivi-
tät um das 1,75fache. 
 
4.1.5 Synthesetemperatur 
Die Temperaturbestimmung zur Synthese von Phytochelatin erfolgte als Kompromiss 
zwischen der ansteigenden Aktivität der Phytochelatin-Synthase und dem zuneh-
menden Abbau des zum Oxidationsschutz eingesetzten DTT mit steigender Tem-
peratur (Abb. 3.5). Klapheck et al. und Oven et al. führten 1995 bzw. 2002 ebenfalls 
Phytochelatin-Synthesen durch. Allerdings zielten deren Messungen darauf hin, das 
Aktivierungspotential verschiedener Schwermetalle auf die Phytochelatin-Synthase 
zu untersuchen. Diese Untersuchungen wurden innerhalb von 5 bis 10 Minuten 
durchgeführt, weshalb auch die für die Phytochelatin-Synthase optimale 
Reaktionstemperatur von 25 bis 30 °C eingehalten wurde, ohne eine Degeneration 
des Enzyms oder der anderen Reaktionspartner befürchten zu müssen. Friederich et 
al. führten 1998 Phytochelatin-Synthesen bei 25 °C – der optimalen Temperatur der 
Phytochelatin-Synthase aus S. vulgaris – durch. Die von ihnen durchgeführten 
Temperaturoptimumstests zeigten allerdings nur eine 11%ige Abnahme der Aktivität 
bei einer Inkubationstemperatur von 10 °C. Um die Oxidation der eingesetzten 
Reagenzien während der langen Untersuchungsperiode der hier vorgestellten 
Untersuchungen zu minimieren, wurden sämtliche Untersuchungen bei niedrigeren 
Temperaturen durchgeführt. 
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4.1.6 Immobilisierung 
Der einzige, aus der vorliegenden Literatur zu entnehmende Versuch, Phytochelatine 
in großem Maßstab herzustellen, wurde von Friederich et al. 1998 beschrieben. Die 
Aufgabe der Phytochelatin-Synthese übernahm ein teilgereinigter Rohextrakt aus 
Silene vulgaris. Die Synthese wurde ansatzweise über 55 Tage durchgeführt. Nach 
abgeschlossener Produktion musste allerdings das Phytochelatin durch quantitative 
Trennungsschritte in einer HPLC gereinigt werden. Ein zusätzlicher Reinigungsschritt 
verspricht für die Gewinnung von Phytochelatin allerdings keine Lösung zu sein, die 
In-vivo-Produktion wäre in diesem Fall effizienter. Um einen aufwändigen 
Reinigungsschritt übergehen zu können, sollte das in dieser Arbeit zuvor erhaltene 
teilgereinigte Enzympräparat immobilisiert werden. Nach Hartmeier 1986 kann der 
Rückhalt von Enzymen entweder durch das Binden an einen Träger oder das 
Einhüllen der Enzyme geschehen. Für den Aufbau eines Packbettes, das sich durch 
seine hohe Raum-Zeit-Ausbeute, seine einfache Herstellung und seine einfache 
Bedienbarkeit hervorragend für eine kontinuierliche Synthese anbietet, wurden leicht 
herzustellende Immobilisate benötigt. Wegen der einfachen Handhabung und des 
etablierten Herstellungsverfahrens wurde die Einhüllung der Enzyme einer 
Trägerbindung vorgezogen. Die Einhüllung in die natürliche Alginat-Matrix und in die 
synthetische PVA-Matrix bedingt allerdings die vorherige Volumenvergrößerung der 
Enzyme, da es wegen der relativ großen Maschenweite der Matrices sonst zu einem 
starken Ausbluten kommen würde. Eine Quer- oder Co-Quervernetzung der Proteine 
durch den Einsatz von Glutardialdehyd verringert die Ausblutung der Proteine 
(Hartmeier 1986). Das Ausblutungsverhalten der eingesetzten Proteinpräparate 
(Abb. 3.6) zeigt deutlich die verbesserte Rückhaltung der Proteine durch die 
Quervernetzung bzw. Co-Quervernetzung.  
 
Sol-Gel-Immobilisierung 
Die fehlende Aktivität der eingeschlossenen Phytochelatin-Synthase ist auf die 
beobachtete Adsorption von Kadmium der Sol-Gel-Matrix zurückzuführen. Die von 
der Matrix präsentierten Hydroxylgruppen binden das Schwermetall, so dass es nicht 
mehr zur Induktion der Phytochelatin-Synthase zur Verfügung steht. Ähnliche Effekte 
der Schwermetallbindung sind auch für handelsüblichen Glaswaren bekannt. 
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Alginateinhüllung 
Die Verwendung von Alginat zur Immobilisierung von Zellen (Rawson et al. 1989, 
Becerra et al. 2001) und Enzymen (Kim et al. 2003b) zur Herstellung eines Pack-
bettes ist in der Literatur weit verbreitet. Die Alginateinhüllung des Enzympräparates 
führte zu einer Halbierung der spezifischen Aktivität (Abb. 3.7) und relativ hohen 
Ausblutungsraten (Abb. 3.8), weswegen eine Quer- und Co-Quervernetzung des 
Präparates vorgenommen wurde. Allerdings wurde die spezifische Aktivität durch 
das Vernetzen um mehr als 90 % reduziert. Aktivitätsverluste durch die 
Quervernetzung mit GDA sind in der vorliegenden Literatur, wenn auch nicht so 
bedeutend, vorzufinden (Kotsira und Clonis 1998). Die hohe Kadmiumaufnahme der 
Alginat-Immobilisate bei 25 °C ist wahrscheinlich auf Adsorption von Kadmium an die 
Hydroxylgruppen der Zucker (Arnold et al. 1997) bzw. die Substitution der Kalzium-
Ionen in der Alginatmatrix zurückzuführen (Abb. 3.9). Die durch ionotrope Gelbildung 
vernetzten Guluron- und Manuronsäuren können durch die relativ hohe Temperatur 
von 25 °C durch andere zweiwertige Ionen – wie das Kadmium – vernetzt werden, 
wobei das Kalzium verdrängt wird. Bei einer Temperatur von 8 °C scheint das nicht 
bzw. nur stark eingeschränkt möglich zu sein. Trotz der niedrigen spezifischen 
Aktivitäten wurde wegen der geringen Ausblutung und geringen Kadmiumbindung 
der Immobilisate die Synthese mit den vernetzten Präparaten und bei einer 
Temperatur von 8 °C durchgeführt. 
 
PVA-Einhüllung 
Auch die Einhüllung von Enzymen in eine PVA-Matrix ist in der Literatur wohl 
bekannt (Lozinsky und Plieva 1998; Doria-Serrano et al. 2001). Die Einhüllung des 
Enzympräparates lässt im Gegensatz zu der Einhüllung in Alginat keinen Aktivitäts-
verlust erkennen (Abb. 3.10), was durch die größere Maschenweite der Matrix 
begründet werden kann (Khoo und Ting 2001). Durch die größere Maschenweite ist 
ein höherer Massentransfer möglich, was eine erhöhte Aktivität mit sich bringt. Die 
Aktivität des nicht vernetzen Präzipitates nach einem Tag der Inkubation weist nur 
noch 40 % der Ausgangsaktivität auf, bleibt aber für die restliche Dauer der 
Untersuchung konstant. Die Quervernetzung des Präzipitates lässt auch hier die 
Aktivität der Phytochelatin-Synthase um mehr als 90 % abfallen, die Aktivitäten 
bleiben aber über den gesamten Versuchszeitraum konstant. Generell lassen sich 
bei der PVA-Einhüllung aber größere Aktivitäten erzielen, was wieder auf die größere 
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Maschenweite des PVAs zurückzuführen ist (Kotsira und Clonis 1998). Als ein 
weiterer Effekt der erhöhten Maschenweite lässt sich das erhöhte Ausbluten der 
Proteine erkennen (Abb. 3.11). Bluteten nach fünf Tagen aus der Alginat-Matrix 
2-5 % des umhüllten, vernetzten Proteins aus, so konnte das Ausbluten aus der 
PVA-Matrix mit 5-10 % bestimmt werden. Die Erhöhung der Ausblutungsrate der 
nicht vernetzten Proteine bei 25 °C betrug sogar 30 %.  
 
Die Kadmiumaufnahme der PVA-Immobilisate ist im gleichen Bereich, wie die der 
Alginat-Immobilisate anzusiedeln, wie aus Abb. 3.12 zu erkennen ist. Auch PVA, das 
viele Hydroxylgruppen präsentiert, kann durch die Hydroxylgruppen das Kadmium 
adsorbieren und so der Lösung entziehen (Takeda et al. 1999, Buyuktuncel et al. 
2001). Da die Charakterisierung der PVA-Immobilisate, die der Alginatmatrix sehr 
ähnelt, wurde auch hier eine Temperatur von 8 °C und der Einsatz des vernetzten 
Präzipitates für die Phytochelatin-Synthese vorgesehen. So wurde eine geringe 
Ausblutung der Proteine und nur eine minimale Adsorption des Kadmiums erreicht. 
 
Die kontinuierliche Phytochelatin-Synthese zeigte jeweils eine Woche nach Inku-
bation einen Anstieg der PC2-Konzentration in der fluiden Phase (Abb. 3.13). Die 
Ausbeuten an PC2 entsprechen den für die Synthese eingesetzten Aktivitäten der 
Immobilisate relativ gut. Da die spezifischen Aktivitäten der PVA-Immobilisate die der 
Alginat Immobilisate um fast das 10fache überstiegen, liegen die erzielten Ausbeuten 
in etwa der gleichen Größenordnung. Die Werte, die nach der jeweils zweiten Woche 
der Induktion gemessen wurden, zeigen eine Stagnation oder einen leichten Rück-
gang der Phytochelatin-Konzentration. Dies ist auf die Limitierung des Substrates in 
der fluiden Phase zurückzuführen. Nach der Neuinduktion steigen die PC2-Konzen-
trationen wieder an. Der nachfolgenden, zweiten Neuinduktion folgt allerdings ein 
geringerer Konzentrationsanstieg, was auf die Inaktivierung oder Degeneration der 
Phytochelatin-Synthase schließen lässt. Die langen Zeiträume zwischen den Neu-
induktionen, zur Überprüfung des Phytochelatinabbaus, zeigten, dass auch bei 
längerer Lagerung kein oder nur sehr wenig Phytochelatin abgebaut wurde. Die 
alleinige Phytochelatinabnahme der dritten Säule (quervernetztes Enzym in PVA) 
lässt sich durch zustande gekommene Inhomogenitäten der fluiden Phase erklären. 
Besonders in der ersten Woche kam es zu Problemen mit der Pumpe, die den 
Kreislauf der fluiden Phase ermöglichen sollte. So ist es denkbar, dass durch die 
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Stagnation des Flusses das Volumen in der Säule eine höhere Konzentration an 
Phytochelatin aufwies und so die Berechnung der Gesamtkonzentration an Phyto-
chelatin verfälschte. In den folgenden Wochen homogenisierte sich die fluide Phase, 
so dass ein scheinbarer Konzentrationsabfall zu beobachten war. Friederich et al. 
(1998) fügten jeden Tag neues Substrat für die Synthese von Phytochelatin hinzu. 
Durch die Verwendung von nur sehr grob gereinigtem Rohextrakt aus Silene vulgaris 
und der täglichen Zugabe von Substrat, konnten Produktivitäten von 633 mg/L pro 
Tag erzielt werden. Allerdings wurden zu diesen Synthesen Enzymaktivitäten von 
9 Units eingesetzt, während die in dieser Arbeit eingesetzte Aktivität bei 0,0025 bis 
0,03 Units lag und Produktivitäten von bis zu 4,5 mg/L pro Tag erlaubte. Das 
unterschiedliche Produktionskonzept ist jedoch nicht vergleichbar. 
 
4.2 Schwingquarze 
Die grundlegende Charakteristik eines Schwingquarzes, die auf ihm abgelagerte 
Masse durch einen Frequenzrückgang detektieren zu können, kann zur Berechnung 
dieser Masse dienen. Hierbei kann allerdings nur mit Näherungen gearbeitet werden, 
weil sich die von Sauerbrey entwickelte Formel nur auf die Abscheidung dünner, 
starrer Schichten im Vakuum bezieht (Sauerbrey 1959). Da die vorgenommenen 
Messungen allesamt in Flüssigkeit durchgeführt wurden, spielen Einflüsse der 
Viskosität, Temperatur und Ionenstärke der fluiden Phase eine große Rolle im 
Frequenzverhalten des Quarzes (Janshoff et al. 2000). Für die Erklärung mancher 
Ergebnisse wird es hilfreich sein, die „gewogenen“ Massen zu bestimmen, obwohl 
diese Zahlen nur einen Anhaltspunkt geben können. Nach dem Einsetzen der 
spezifischen Daten des für die Messungen verwendeten Quarzes konnte die 
maximale Auflösung des Kristalls mit 0,55 ng errechnet werden. Dieser Wert bezieht 
sich auf die Frequenzabnahme von einem Hz. Umgerechnet ergibt sich für die 
Frequenzerniedrigung von 1,8 Hz ein Massenzuwachs von einem Nanogramm. 
 
Die meisten der in der Literatur beschriebenen biosensorischen Anwendungen von 
Schwingquarzen arbeiten mit dem Prinzip der immunologischen Antikörper-Antigen 
Bindung oder der DNA-Kompabilität (Rickert et al. 1997, Park et al. 2000, Fung und 
Wong 2001, Zhou et al. 2001, Wong et al. 2002, Duman et al. 2003). Dennoch treten 
einige Anwendungen hervor, die sich anderen biologischen Erkennungssystemen 
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widmen. So sind in der Literatur Biosensoren zu finden, deren molekulare Erkennung 
der Analyten durch ganze immobilisierte Zellen (Tombelli et al. 2002) oder orga-
nische Polymere durchgeführt wird (Piletsky und Turner 2002). Alle in der zur 
Verfügung stehenden Literatur beschriebenen Biosensoren auf piezoelektrischer 
Basis benötigen aber einen gemeinsamen Vorbereitungsschritt: Um eine gleich-
mäßige und lückenlose Verteilung der Moleküleinzelschicht auf der Elektroden-
oberfläche – meist aus Gold, in wenigen Fällen aus Silber – zu gewährleisten, wird 
die aufgedampfte Edelmetallschicht gründlich von Staub und anderen störenden 
Materialien gereinigt (Worley und Linton 1995). Für diese Reinigung wird meist die so 
genannte „Piranha-Lösung“ verwendet, die aus einem Gemisch von einem Teil 
Wasserstoffperoxid und drei Teilen Schwefelsäure besteht (Su et al. 2003, Jiang et 
al. 2003). Seltener werden die Quarzelektroden mit Salzsäure und NaOH (Wong et 
al. 2002, Park et al. 2004) oder dem „glow-discharge-treatment“ (Duman et al. 2003, 
Saber und Piskin 2003) gereinigt. Da die notwendigen Apparaturen zu einer direkten 
Überprüfung der Quarzoberfläche und der Güte der Reinigung nicht vorhanden 
waren, wurde auf eine alternative, indirekte Nachweismethode zurückgegriffen. Die 
Oberflächenreinheit der Elektroden ist ausschlaggebend für die Qualität der 
aufgebrachten Einzelmolekülschicht, also kann im Umkehrschluss die Qualität der 
Einzelmolekülschicht Auskunft über die ursprüngliche Reinheit der Elektrode geben. 
Abb. 3.15 zeigt den unterschiedlichen Abscheidungsgrad von α-Liponsäure auf 
einem gereinigten und einem ungereinigten Quarz. Die Abscheidung erfolgt durch 
das Binden von Thiol-Gruppen an die Goldoberfläche unter Ausbildung einer dativen 
Bindung. Sind durch Verschmutzung oder bereits aus der Umgebungsluft gebundene 
schwefelhaltige Verbindungen einige potentielle Bindungsstellen der Einzelmolekül-
schicht-Bildner besetzt, so ist der durch die Bindung bedingte Massenzuwachs 
geringer. Einen solchen Effekt zeigen auch die beiden Quarze aus Abb. 3.15. Dieser 
Voruntersuchung ist zu entnehmen, dass die bezogenen Quarze vor jedweder 
weiteren Modifizierung gereinigt werden müssen, um einen größtmöglichen 
Bindungserfolg der Einzelmolekülschicht-Bildner zu garantieren. 
 
4.2.1 Aufbringen der Einzelmolekülschichten 
Die Einzelmolekülschichten bilden die Basis zum Aufbau eines piezoelektrischen 
Biosensors, da sie als Verbindungsglied der biologischen und technischen Kompo-
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nente fungieren. Die in dieser Arbeit eingesetzten Verbindungsglieder gehören alle 
zu den sich selbst organisierenden Einzelmolekülschicht-Bildnern, was bedeutet, 
dass diese Moleküle sich von selbst auf einer Goldoberfläche in hoch geordneten 
Strukturen organisieren (Kawaguchi et al. 2000, Tang et al. 2000). Diese ausge-
richteten Gefüge besitzen den Vorteil, dass sie eine uniforme Oberfläche bilden, die 
die Elektrode zudem vor unerwünschten Einflüssen schützt. Abb. 4.1 verdeutlicht die 
dichte und uniforme Schichtbildung anhand des Beispiels einer 11-MUS.  
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Abb. 4.1: Bildung und Gestalt einer Einzelmolekülschicht von 11-MUS 
 
Besondere Beachtung muss der Lückenlosigkeit der Schicht geschenkt werden, da 
„Löcher“ in dieser Bedeckung zu Fremdreaktionen führen können (Gu et al. 1999, 
Yamamoto und Waldeck 2002). Um die vollständige Ausbildung der jeweiligen 
Einzelmolekülschichten überprüfen zu können, wurde wieder eine indirekte Methode 
angewandt, da eine Untersuchung durch Rasterkraftmikroskopie den Rahmen der 
finanziellen Planung gesprengt hätte. Zudem ist die alternative Methode der 
zyklischen Voltammetrie zur Überprüfung der Beschichtungsgüte von Elektroden in 
der Literatur nicht unbekannt (Aslam et al. 2001, Wano und Uosaki 2001, Liu et al. 
2003, Su et al. 2003). Durch die stufenlose, zyklische Veränderung der Spannung  
an der zu überprüfende Elektrode wird das eingesetzte Redoxpaar im Wechsel 
mehrmals reduziert und oxidiert, falls ein Elektronenübergang über die Elektrode 
möglich ist (Scholz 2002). Die blanke, unbehandelte Elektrode eines frisch 
gereinigten Quarzes erlaubt die Reduktion und Oxidation des Redoxpaares, was 
durch die hohe Stromstärke zu ersehen ist (Abb. 3.15). Die sehr geringe Stromstärke 
von 2-4 µA der mit 11-MUS modifizierten Elektrode zeigt, dass der Elektronen-
transfer von der Elektrode zu den Redoxpaaren in der umgebenen Lösung sehr stark 
durch die Beschichtung behindert wurde. Die Einzelmolekülschicht verhindert den 
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Elektronenübergang von der umgebenden Lösung (Kakiuchi et al. 2001). Diese 
Eigenschaft ist für Sensoren, die in wässrigen Lösungen arbeiten sollen, sehr von 
Vorteil, da keine Inhaltsstoffe der fluiden Phase auf die Elektrode gelangen und so 
die Messung verfälschen können. Weiterhin kann kein Elektronenfluss zur Elektrode 
hergestellt werden, der einen reduzierenden Effekt auf die gebundenen Schwefel-
atome ausüben könnte. Ein Ablösen der Einzelmolekülschicht ist somit durch elektro-
chemische Reaktionen fast auszuschließen (Huang et al. 2000, Su et al. 2003). 
 
Die Beschichtung mit α-Liponsäure lässt, ähnlich der Bedeckung durch 11-MUS, 
keine maximalen Stromflüsse, die eine Reduktion bzw. Oxidation der Redoxpaare 
anzeigen würden, erkennen, jedoch ist bei Spannungen über 0,3 V ein leichter 
Stromfluss zu detektieren. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf die relativ hohe Span-
nung zurückzuführen, da hier Tunneleffekte auftreten können. Dieser Aspekt wird im 
Zuge der folgenden Diskussion näher beleuchtet. Ähnliche Beobachtungen wurden 
von Disley et al. 1998 gemacht. Das unterschiedliche Verhalten der Einzelmolekü-
lschichten wurde von Dijksma et al. 2002 genauer untersucht und deckt sich mit den 
hier erzielten Ergebnissen. 
 
Durch die Beschichtung mit 2-MEA verringert sich die gemessene Stromstärke der 
Reduktion sowie der Oxidation im Vergleich mit der unbeschichteten Elektrode nur 
zu einem geringen Teil (Abb. 3.15). Dies weist auf eine lückenhafte Bedeckung der 
Elektrode hin, da hier noch ein Elektronenfluss zustande kommt. Somit können 
Redoxpaare reduziert bzw. oxidiert werden: Es kann also zu einem Kontakt der 
Redoxpaare mit der Elektrode kommen, was zwei Interpretationsmöglichkeiten 
zulässt. Zum einen könnte es sich um eine lückenhafte Beschichtung handeln, die 
freie Goldflächen präsentiert und somit einen direkten Elektronentransfer gestattet 
oder der Stromfluss kommt durch andere physikalische Effekte zustande. Jiang et al. 
2003 beobachtete bei der Beschichtung von Goldelektroden mit 2-MEA die gleichen 
elektrochemischen Verhaltensweisen in der zyklischen Voltammographie. Um der 
Frage nach den Hintergründen der auftretenden Stromflüsse nachzugehen, wurden 
Versuche zur „Abdichtung“ der Einzelmolekülschicht unternommen. Abb. 3.16 zeigt 
die Ergebnisse der zusätzlichen Untersuchung der Elektronenbeschaffenheit. Durch 
die Zugabe von Dodekanthiol sollte sichergestellt werden, dass keine freien 
„Flecken“ auf der Elektrodenoberfläche zurückbleiben. Durch die Thiol-Gruppe und 
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die lineare Natur des Dodekanols kann dieses Molekül ebenso wie das 2-MEA 
Einzelmolekülschichten auf der Goldoberfläche ausbilden und so nicht bedeckte 
Areale der Elektrode elektrisch isolieren. Die aufgezeichnete Spannung sinkt durch 
den Einsatz des Dodekanthiols, bildet aber dennoch – wenn auch in geringerem 
Maße – die typische Redox-Kurve. Da durch die isolierende Wirkung des Dodekan-
thiols keine freien Goldflächen zur Reduktion bzw. Oxidation der in der Lösung 
vorliegenden Redoxpaare möglich ist, können hier Tunnelprozesse von Elektronen 
eine bedeutende Rolle spielen (Gu et al. 1999). 2-MEA ist ein relativ „kleines“ 
Molekül, welches sich in einer Einzelschicht auf der Elektrode organisieren kann. 
Durch die geringe Dicke der Einzelmolekülschicht kann es zu Elektronenflüssen auch 
durch die isolierende organische Schicht kommen. Dieser Prozess wird als „tunneln“ 
bezeichnet (Xue und Ratner 2003). Kopplungsversuche durch Glutardialdehyd sind 
nur mit Einzelmolekülschicht-Bildnern, die eine Amino-Gruppe präsentieren, 
durchzuführen und da nur 2-MEA als lineares Molekül, das eine Thiol- und eine 
Amino-Gruppe trägt, käuflich zu erwerben war, wurden trotz der unzureichenden 
Bedeckungsgüten Bindungsversuche mit diesem Anker durchgeführt. Abb. 3.17 
verdeutlicht die unterschiedlichen Bindungsverhalten der eingesetzten Einzel-
molekülschicht-Bildner.  
 
4.2.2 Aktivierung der Einzelmolekülschichten 
Die Einzelmolekülschichten isolieren die Elektrode des Quarzes von der umge-
benden fluiden Schicht und bilden einen Anker, der die biologische Komponente fest 
an den Quarz bindet. So entsteht die feste Verknüpfung von biologischer und 
technischer Komponente, womit die Hauptvoraussetzung zur Konstruktion eines 
Biosensors gegeben ist. Die Kopplung der biologischen Komponente an den Quarz 
sollte stabil und dauerhaft sein, um ein Ablösen und damit einen Funktionsverlust 
des Sensors zu vermeiden. Häufig wird die Verknüpfung der biologischen Kompo-
nente mit der Einzelmolekülschicht durch die Ausbildung einer kovalenten Bindung 
realisiert (Rickert et al. 1997, Park et al. 2000, Fung und Wong 2001, Zhou et al. 
2001, Park et al. 2004). Aus der Literatur geht eine weitere Bindungsmöglichkeit 
hervor, die sich der Ausbildung einer Schiff’schen Base zwischen den einzelnen 
Komponenten bedient (Duman et al. 2003). Beide Möglichkeiten der Komponenten-
verknüpfung wurden im Zuge dieser Arbeit erörtert und durchgeführt. Die Inkubation 
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exponierter Carboxylgruppen wie der 11-MUS oder der α-Liponsäure durch EDC 
führt zur Ausbildung eines reaktiven Intermediates, welches die Kopplung der 
Carboxylgruppe mit einer Amino-Gruppe unter Ausbildung einer Peptidbindung 
katalysiert (Hermanson 1996). Da diese Intermediate in wässrigen Lösungen recht 
instabil sind, können Modifikationen mit NHS durchgeführt werden, was zu einer 
EDC/NHS-Kopplung führt. Abb. 4.2 verdeutlicht die chemischen Reaktionen. 
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Abb. 4.2: Reaktionsschema der EDC/NHS-Kopplung 
 
Abb. 3.18 zeigt die Frequenzabnahme eines mit 11-MUS beschichteten Quarzes 
während der Inkubation mit EDC/NHS. Da sich während der Inkubation reaktive 
Intermediate bzw. Succimidyl-ester bilden, gewinnt der Quarz an Masse und seine 
Resonanzfrequenz sinkt. Die Aktivierungsmechanismen sind vielfach bei der Kon-
struktion von Biosensoren vertreten, ein Vergleich der Frequenzverschiebungen 
konnte allerdings nicht durchgeführt werden, da keine diesbezügliche Literatur 
vorhanden war. Die auftretenden Effekte aus den gewonnen Daten können also nur 
unter Berücksichtigung der chemischen Reaktionen interpretiert werden. Der 
Vergleich der Frequenzverluste bei Einsatz verschiedener Aktivierungs-Reagenzien 
zeigt einen Frequenzverlust bei EDC-Behandlung von knapp 100 Hz. Die Aktivierung 
durch EDC/NHS sollte, wie in Abb. 4.3 zu sehen, einen geringeren Massenzuwachs, 
also auch einen geringeren Frequenzverlust mit sich führen. Doch genau das 
Gegenteil ist der Fall: der Frequenzverlust steigt. Zu erklären wäre dieser Sach-
verhalt durch die unterschiedliche räumliche Ausbreitung der aktivierenden 
Substanzen. Während der Intermediärkomplex bei reiner EDC-Aktivierung viel Raum 
in Anspruch nimmt, gelingt mit zusätzlicher Inkubation mit NHS eine wesentlich 
dichtere Modifikation der Einzelmolekülschicht (Abb. 4.3). Auch der nochmals 
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erhöhte Frequenzabfall der GDA-Aktivierung kann durch die dichtere Packung der 
Einzelmolekülschicht erklärt werden.  
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Abb. 4.3: Aktivierte Einzelmolekülschichten mit EDC (links), EDC/NHS (Mitte) und GDA 
(rechts) 
 
Da zudem die EDC-katalysierten Intermediate in wässrigen Lösungen instabiler als 
GDA-aktivierte Schichten sind (Hermanson 1996), kann zusätzlich davon ausge-
gangen werden, dass die Aktivierung mit GDA die höchste Massenanlagerung und 
damit den höchsten Frequenzverlust herbeiführt, was die Ergebnisse auch belegen 
(Abb. 3.20).  
 
4.2.3 Aufbringen der Proteinschicht 
Die eigentliche biologische Komponente, der selektive Teil des Biosensors, wird 
durch die voraktivierte Einzelmolekülschicht an den Quarz gebunden, so dass nun 
beide Komponenten in direktem Kontakt stehen und der Biosensor funktionstüchtig 
wird. Durch die Ergebnisse der Aktivierungsversuche wurde weiterhin nur die 
Kopplung durch EDC/NHS bzw. GDA weiterverfolgt. Da in der vorliegenden Literatur 
leider keine Frequenzabnahmen bzw. Massenzunahmen für die Beschichtung mit 
Proteinen, Peptiden oder anderen organischen Molekülen angegeben sind, kann die 
nachfolgende Diskussion nur aus proteinchemischer Sicht geführt werden. Wie 
schon erwähnt, sind Massenberechnungen, die die Formel von Sauerbrey zu Grunde 
legen, nur für hinreichend dünne, starre Schichten im Vakuum gültig. Dennoch soll 
hier versucht werden, die Beladung der Proteine in Massen auszudrücken, um eine 
bessere Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Die Ergebnisse der Einzelmolekül-
beschichtung legen eine Belegung der Elektrodenoberfläche mit 3,3 nmol 11-MUS 
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zugrunde. Würde an jedes Molekül der Einzelschicht ein Glutathion binden, müsste 
eine Frequenzerniedrigung von ca. 1800 Hz zu Stande kommen. Die tatsächlich 
erreichte Frequenzerniedrigung beträgt nur die Hälfte, was zu dem Schluss führt, 
dass die Glutathion-Moleküle durchschnittlich nur alle 2,5 Bindungsstellen der 
Einzelmolekülschicht besetzen. Dies könnte durch die Reaktion der Thiol-Gruppe 
des GSH mit der aktivierten Einzelschicht zu erklären sein. Das Glutathion wird nicht 
in der vertikalen Position, sondern horizontal gebunden und blockiert somit die 
benachbarten Bindungsstellen (Hepel und Tewksbury 2004). Eine schematisierte 
Erläuterung der vermuteten Proteinformationen gibt Abb. 4.4 wieder. Die stark 
erhöhte Frequenzabnahme der (GSH)2Cd2-Komplex-Beschichtung (Abb. 3.20) kann 
nicht alleine auf das zusätzliche Schwermetall im Komplex zurück zuführen sein, 
dieser Frequenzverlust wäre geringer. Vielmehr muss der Komplex eine höhere 
Ordnung aufweisen, die vor allem durch die Blockierung der Thiol-Gruppe zustande 
kommen könnte. Die eingesetzten Glutathion-Moleküle können nicht mehr horizontal 
gebunden werden und so potentielle Bindungsgruppen der Einzelschicht blockieren. 
Die PC/Cd-Komplexe weisen das gleiche Bindungsmuster wie die GSH/Cd-
Komplexe auf und verursachen durch die höhere molare Masse des Phytochelatins 
einen größeren Frequenzverlust. Auch auf die molekulare Masse bezogen, stimmt 
der Zuwachs bezogen auf die Bindungsstellen, überein. Der größte Frequenz-
rückgang wird durch die Beschichtung der (GSH)2Cd2-Ethylendiamin-Beschichtung 
(nähere Erläuterung: Kap. 4.2.8) hervorgerufen. Theoretische Aussagen lassen sich 
hier nur schwer treffen, aber durch die Diamin-Verkettung scheinen sich mehrere 
Schichten auf dem Quarz zu bilden. Der Frequenzrückgang erhöht sich um das 
1,7fache der nicht verketteten Komplexe, was nicht auf das zusätzlich gebundene Di-
Amin zurückzuführen ist. 
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Abb. 4.4: Vermutete Proteinformationen auf einem beschichteten, EDC/NHS-aktivierten 
Quarz; links: GSH; mitte: GSH(Cd)-Komplex; rechts: GSH(Cd)-Komplex + Diamin 
 
4.2.4 Stabilitätsuntersuchungen 
Die Durchführung reproduzierbarer Messungen setzt voraus, dass extern verur-
sachte Schwankungen des Sensorsignals verhindert oder erkannt und mit berück-
sichtigt werden. Bezüglich des Aufbaus von Messzellen piezoelektrischer Sensoren 
können Heiz- bzw. Kühlmäntel um die eigentliche Messzelle gelegt werden, um eine 
konstante Temperatur des Quarzes und der ihn berührenden Flüssigkeit zu 
garantieren (Pavey et al. 2003, Seantier et al. 2004). Zu einer besseren 
Temperaturkontrolle werden für die Biosensorik meist so genannte „AT-Schnitt“ 
Quarze verwendet, da diese Schnittart dem Quarz eine besondere Schwingungs-
stabilität bezüglich der Temperatur verleiht. Abb. 3.21 zeigt das Schwingungs-
verhalten eines beschichteten Quarzes in Abhängigkeit der Temperatur der mit ihm 
in Kontakt stehenden fluiden Phase. Aus der Graphik wird ersichtlich, dass eine 
Korrelation zwischen der Resonanzfrequenz des Quarzes und der Temperatur der 
flüssigen Phase besteht, so dass ein Frequenzanstieg von 8 Hz pro °C abgeleitet 
werden kann. Wie schon erwähnt, werden Temperaturschwankungen der fluiden 
Phase meist durch die Temperierung der Reaktionskammer eliminiert (Seantier et al. 
2004). Aus Kostengründen wurde auf die Verwendung einer Referenzzelle zurück-
gegriffen, mit der die Temperaturschwankung verrechnet werden konnte. Den Erfolg 
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dieser Regulierungsmethode zeigt Abb. 3.22. Hier konnte, trotz Temperatur-
schwankungen über 6 Stunden, eine konstante Grundlinie mit einer Schwankung von 
+/- 1 Hz aufgezeichnet werden. Somit zeigt der Sensor eine Frequenzschwankung, 
die im gleichen Bereich der in der Literatur beschriebenen Sensoren liegt (Zhou et al. 
2001, Pavey et al. 2003). Zudem wird die Beständigkeit der Beschichtung ein-
drucksvoll gezeigt. Durch die Frequenzstabilität kann darauf geschlossen werden, 
dass sich die Beschichtung des Quarzes auch in einem beständigen Fluss nicht von 
der Elektrode löst. Anders verhält sich die Messung des mit 2-MEA beschichteten 
Quarzes (Abb. 3.22). Die Messung zeigt eine kontinuierliche Drift der Frequenz über 
die Zeit, was auf eine Veränderung der Quarzoberfläche während des Flusses 
hinweist. Da die Frequenz ansteigt, deutet das auf einen Verlust der Beschichtung 
hin. Wie schon durch die Untersuchungen mittels zyklischer Voltammetrie gezeigt, 
formt das Einzelschicht-bildende Molekül 2-MEA keine lückenlose Beschichtung auf 
der Elektrode. Zudem ist trotz Nachbehandlung durch Dodekanthiol ein 
Elektronenfluss über die Einzelschicht möglich, so dass die Einzelmolekülschicht 
lektrochemisch angreifbar wird und sich ablösen kann (Gu et al. 1999). 
 
e
4.2.5 Charakterisierung des statischen Systems 
Die Vorraussetzungen für eine reproduzierbare Messung wurden durch das 
Erreichen einer stabilen Basislinie und die Temperaturunabhängigkeit des Sensors 
gegeben. Die Injektion von schwermetallhaltigen Lösungen sollte nun in einer 
vereinfachten Messmethode die Fähigkeit des Sensors, Schwermetalle zu detek-
tieren, darlegen. Um Probenlösungen in einem Sensorsystem zu analysieren, bieten 
sich zwei Möglichkeiten der Messung an: Einerseits kann die Messung in einem 
statischen System erfolgen, was den Vorteil mit sich bringt, unabhängig von Pumpen 
operieren zu können (Deakin und Byrd 1989), andererseits arbeiten die meisten in 
der Literatur beschriebenen Biosensoren kontinuierlich, was eine ständige 
Überwachung von Flüssigkeitsströmen gewährleistet (Rickert et al. 1997, Fung und 
Wong 2001, Zhou et al. 2001, Park et al 2004). Der Einfachheit halber wurde zuerst 
versucht, im statischen System zu arbeiten, da – falls eine Messung möglich wäre – 
keine Pumpen nötig und damit der Messaufwand sehr gering wäre. Die Abb. 3.24 
erläutert solch eine typische Schwermetallmessung im statischen System. Die 
Frequenzabnahme nach der ersten Injektion (Ziffer 1) ist zuerst einmal auf die 
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Änderung der Viskosität durch die injizierte Schwermetalllösung zurückzuführen. 
Dieser Effekt ist aber weitgehend bekannt und wird für die Viskositätsmessung von 
Ölen verwendet (Ash et al. 2003). Weiterhin ist aber auch der mit der Beschichtung 
oder Messung einhergehende Effekt der Viskositätsänderung in der Literatur bekannt 
(Galli et al. 2003). Da die Schwermetalllösung auf demselben Puffer wie die 
Waschlösung basiert, kann der Frequenzabfall alleine auf die Anwesenheit des 
Schwermetalls zurückgeführt werden. Die anschließenden Waschschritte sollen die 
injizierte Schwermetalllösung aus der Messkammer hinaustreiben und würden – 
ohne Interaktion mit dem Quarz – das Erreichen der ursprünglichen Frequenz 
hervorrufen. Dadurch, dass die Frequenz sich erniedrigt, muss es eine Massen-
erhöhung auf dem Quarz gegeben haben, der Quarz ist schwerer geworden. Eine 
erhöhte Viskosität kann nicht als Ursache der erniedrigten Frequenz ins Feld geführt 
werden, da durch die zwei Waschschritte eine vollständige Entfernung der 
schwermetallhaltigen Lösung erreicht wurde. Das Injizieren der Regenerationslösung 
bringt eine weitere Frequenzabnahme mit sich, was wieder auf eine hohe Viskosität 
der hochkonzentrierten Regenerationslösung zurückzuführen ist. Der abschließende 
Waschschritt zur Entfernung der Regenerationslösung und des gelösten Schwer-
metalls führt wieder zum Erreichen der Ausgangsfrequenz. Im Weiteren werden die 
inzelnen Schritte genauer und ausführlicher erklärt. 
soll erläutert werden, was den Unterschied der 
eiden Injektionsarten ausmacht.  
 
e
 
Die Untersuchung des Einspritzverhaltens sollte Aufschluss über das Bindungs-
verhalten der Beschichtung auf dem Quarz geben. Aus Abb. 3.25 ist zu ersehen, 
dass die Art und Weise der Injektion im Endeffekt keinen Einfluss auf die Bindung 
der Schwermetalle hat. Nach der langsamen Injektion zeigt sich eine Art von 
Sättigung, die wahrscheinlich auf die langsamere Bindung der Ionen aus der dem 
Quarz angrenzenden Flüssigkeitsschicht zurückführen ist (Deakin und Byrd 1989). 
Schnelles Injizieren lässt keine Verzögerung in der Schwermetallbindung erkennen, 
weshalb für alle weiteren Messungen im statischen System diese Einspritzart 
gewählt wurde. Durch Abb. 4.5 
b
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Abb. 4.5: Einfluss der Injektionsmodi auf das Bindungsverhalten von Schwermetallen; 
langsame Injektion (rechts oben); schnelle Injektion (rechts unten) 
 
Im Fall der langsamen Injektion ist es denkbar, dass die eingespritzte Lösung sich 
nur schleppend mit der vorliegenden Pufferlösung vermischt und diese schließlich 
aus dem Reaktionsraum verdrängt. Dies würde den sättigungsähnlichen Abfall der 
Frequenz erklären, der sich im Zuge der langsamen Injektion ausprägte. Wird 
dahingegen schnell injiziert, bilden sich viele turbulente Wirbel aus, die eine schnelle 
Bindung der Schwermetalle an die Matrix gewährleisten. Durch diese Ergebnisse 
begründet wurden die Schwermetall-, Wasch- und Regenerationslösungen „schnell“ 
in die Messkammer injiziert, um eine schnelle Bindung, eine ausreichende Entfer-
nung der Schwermetalllösung und eine hinreichende Reinigung der Matrix zu 
erreichen. Diese Punkte ermöglichen eine schnelle Durchführung der Messung und 
die akkurate Wiederverwendbarkeit des Biosensors. 
 
Die Wiederverwendbarkeit eines Biosensors bestimmt, wie kostengünstig und 
rentabel sich jener Sensor für die Messung von Schwermetallen verhält. Zur Über-
prüfung der Reproduzierbarkeit sowie der Wiederverwendbarkeit wurden, wie in Abb. 
3.26 zu sehen, zwei Schwermetallanalysen direkt nacheinander durchgeführt. Die 
Methodik der einzelnen Messungen gleicht der, die zu Beginn des Kapitels be-
schrieben wurde. Zur Injektion der verschiedenen Lösungen wurde auf das schnelle 
Einspritzen zurückgegriffen. Durch diese Messung wird ersichtlich, dass die Re-
generation zufriedenstellend verlaufen ist. Nach Detektion des Schwermetallgehaltes 
aus der ersten Messung konnte der Sensor komplett regeneriert werden, was 
einerseits durch das Erreichen der Ausgangsfrequenz nach Waschung der 
Messkammer ersichtlich ist, andererseits wird der gleiche Frequenzverlust durch die 
erneute Injektion der Analytlösung erreicht. Die erfolgreiche Regeneration des 
Biosensors wurde durch die Inkubation mit DTT erreicht, einem zur Spaltung von 
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Disulfidbrücken und zur Reduktion von Thiol-Gruppen eingesetztem Molekül 
(Hermanson 1996, Grazu et al. 2003). In Abb. 3.27 ist ein Vergleich verschiedener 
zur Regenerierung eingesetzter Chemikalien bezüglich der Güte ihrer 
Schwermetallablösung dargestellt. Acetat- und Phosphat-Puffer wurden zur 
Ablösung der Schwermetalle aus der Bindungsschicht wegen ihres geringen pH-
Wertes in Betracht gezogen. Die optimale Kadmiumbindung von Glutathion ist von 
Matsumoto et al. 1990 mit einem pH-Wert von 7, von Satofuka et al. 2001 mit pH 8 
und von Diaz-Cruz et al. 1999 mit pH 7-9,1 angegeben. Ein Absenken des pH-
Wertes sollte zur Protonierung der Schwefelgruppen führen, so dass die gebundenen 
Schwermetalle ersetzt werden konnten. Anscheinend reicht aber die Absenkung des 
pH-Wertes nicht zur Lösung der Metall-Ionen aus. 
 
Das in der Literatur beschriebene Mittel der Wahl zur Komplexierung von Metall-
Ionen ist EDTA. Durch seine vier Acetat-Gruppen vermag es auch Schwermetalle 
sehr gut zu binden und wird in Schwermetall-Biosensoren standardmäßig zur 
Regeneration der Metall-bindenden Schichten verwendet (Blake et al. 2001, 
Bontidean et al. 2003, Urvoas et al. 2004). Auch die Behandlung des hier 
beschriebenen Sensors mit EDTA führte zu einer Regeneration der Metall-bindenden 
Matrix, allerdings wurde korrelierend mit der EDTA-Behandlung auch ein zusätzlicher 
Frequenzanstieg des Quarzes detektiert. Dieser Frequenzanstieg lässt auf einen 
Massenverlust der Quarzbeschichtung schließen. Da in vergleichbaren Sensorkon-
struktionen, wie in der Literatur beschrieben, EDTA zur Regeneration von 
schwermetall-bindenden Peptiden eingesetzt und keine Ablösung der Beschichtung 
beobachtet wurde, scheint es sich hier um einen Effekt zu handeln, der durch die 
eingesehene Literatur nicht zu diskutieren ist. Eine sehr gute Alternative zu dem 
meist verwendeten EDTA bietet sich durch die Benutzung von DTT als regeneratives 
Agens. Durch die Fähigkeit des DTT, Thiol-Gruppen zu reduzieren (Hermanson 
1996, Grazu et al. 2003), werden die Schwermetall-Ionen aus dem Chelatkomplex 
der Quarzbeschichtung gelöst und der Quarz somit regeneriert. Da die Regeneration 
durch EDTA die beschriebenen, nicht erklärbaren Frequenzverluste verursachte, 
wurde DTT als Regenerationsagens in Folgeuntersuchungen eingesetzt. 
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4.2.6 Schwermetallmessung im statischen System 
Die Fähigkeit des konstruierten Biosensors zum Schwermetallnachweis und die 
optimalen Durchführungsparameter wurden in den zuletzt behandelten Kapiteln 
erörtert und verdeutlicht. Die Schwermetallmessungen wurden im Folgenden unter 
den optimierten Bedingungen bezüglich der Injektion der Analyt-, Wasch- und 
Regenerationslösungen und dem Einsatz von DTT als Regenerationsagens durch-
geführt.  
 
Die Selektivität eines Biosensors im Allgemeinen wird durch die biologische 
Komponente gesteuert. Der Einsatz von Enzymen in Biosensoren beschränkt eine 
Sensorantwort auf das Vorkommen von Analyten, die spezifisch durch das Enzym 
umgesetzt werden. Für die enzymatische Detektion von Schwermetallen gilt das 
Gegenteil: Die Sensorantwort beschränkt sich auf Schwermetalle, die spezifisch das 
verwendete Enzym hemmen (Krawczynski et al. 2000) oder einer enzymkatalysierten 
Reaktion das Substrat entziehen (Kox 2000). Zur Konstruktion des hier vorgestellten 
Sensors wurden Peptide als biologische Komponenten herangezogen, die selektiv 
Schwermetalle binden. Da die verwendeten Peptide aber sämtliche Schwermetalle 
binden, muss die Bindungsaffinität der einzelnen Schwermetalle zur Durchführung 
einer Analytik bekannt sein. Abb. 3.28 zeigt die Selektivität eines mit einem 
Glutathion/Kadmium-Komplex beschichteten Quarzes. Bei Injektion verschiedener 
Schwermetalllösungen gleicher Molarität werden je nach Schwermetall unterschied-
liche Frequenzabnahmen beobachtet und lassen auf eine unterschiedliche Affinität 
der biologischen Komponente gegenüber den eingesetzten Schwermetallen 
schließen. Den höchsten Frequenzabfall zeigt die Bindung von Kadmium auf dem 
Quarz, gefolgt von Blei, Kupfer und Arsen. Die hohe Affinität des Schwermetalls 
Kadmium zu Glutathion wird häufig in der Literatur beschrieben. Einige Autoren 
beschäftigten sich mit dem Bindungsverhalten (Matsumoto et al. 1990, Satofuka et 
al. 2001), andere versuchten die Struktur des Komplexes aufzuklären (Diaz-Cruz et 
al. 1999). Die hohe Bindungsaffinität zu Glutathion und Phytochelatinen und die 
Eigenschaft von Kadmium als potentester Induktor der Phytochelatin-Synthase 
wurde von Grill et al. (1989) festgestellt. Zudem gilt Kadmium als eines der 
toxischsten Schwermetalle (Waalkes 2000). Daher ist erklärbar, dass sich 
Schwermetall-chelatisierende Peptide (wie Glutathion oder Phytochelatin) auf das 
Binden und somit Detoxifizieren insbesondere des Kadmiums „spezialisiert“ haben. 
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Mit dieser „Spezialisierung“ deckt sich die Beobachtung, dass Kadmium von der 
Metall-Ionen-bindenden Schicht auf dem Quarz am besten gebunden wird und somit 
den größten Frequenzabfall auslöst. Die Art der Chelatisierung des Kadmiums durch 
das Glutathion wurde von Diaz-Cruz et al. 1999 durch voltammetrische Analysen 
genauer analysiert. Zum besseren Verständnis ist in Abb. 4.6 die Formation eines 
(GSH)2Cd2-Komplexes dargestellt. 
 
SAM 
Goldschicht 
Cd2+
Cd2+
S S 
Cd2+ 
Cd2+ 
S S 
 
Abb. 4.6: Glutathion/Kadmium-Komplex ((GSH)2Cd2) nach Diaz-Cruz et al. 1999 
 
Die weiter verwendeten Schwermetalle Blei und Kupfer werden, ebenso wie das 
Metalloid Arsen, in kleinerem Umfang gebunden und verursachen so einen 
geringeren Frequenzabfall. Diese Ergebnisse scheinen allerdings gegen die Unter-
suchungen von Bontidean et al. 2003 zu sprechen, da der von ihnen entwickelte 
Sensor eine bevorzugte Bindung von Kupfer an synthetische Phytochelatine 
beobachten ließ. Allerdings basierte der Sensor von Bontidean et al. auf der konduk-
tometrischen Analytik, so dass sich im Bezug auf die piezoelektrische Massen-
wägung kein Vergleich anstellen lässt. Kupfer hat z.B. nur knapp die Hälfte der 
molekularen Masse von Kadmium, die gleiche Anzahl der auf dem Quarz 
gebundenen Ionen würde also nur die Hälfte „wiegen“. Satofuka et al. (2001) 
untersuchten die Bindungsaffinität verschiedener Schwermetalle und zweiwertiger 
Ionen zu Glutathion und Phytochelatinen bzw. anderen Glutathionabkömmlingen. Die 
durchgeführten Ergebnisse wiesen auf eine starke Bindung von Kupfer, und – 
bezogen auf Glutathion – minimale Bindungsaffinitäten von Kadmium und Blei hin. 
Andere Veröffentlichungen hingegen bescheinigen sehr wohl eine Bindung von 
Glutathion und Kadmium (Matsumoto et al. 1990; Diaz-Cruz et al. 1997 und 1999; 
Bontidean et al. 2003; Pietrini et al. 2003). 
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Um die Bindungsverhältnisse der Matrices genauer zu bestimmen, kann auf die 
Bestimmung der gebundenen Molmenge der verschiedenen Schwermetalle zurück-
gegriffen werden. Vorraussetzung ist hier ebenfalls, dass die Formel für die 
Bestimmung der Masse – die Sauerbrey-Formel – in diesem untersuchten System 
der Detektion gültig ist. Tab. 4.1 gibt die errechneten Molmengen, die auf dem Quarz 
gebunden haben, an.  
 
Tab. 4.1: Berechnung der gebundenen Schwermetallmassen und -molaritäten 
Schwermetall Frequenzabfall [Hz] Masse [ng] Molgewicht [g/Mol] gebundene nMol 
Cd 31 17,05 112,41 0,15 
Pb 24 13,20 207,20 0,06 
Cu 22 12,10 63,50 0,19 
As 13 7,15 75,00 0,10 
 
 
Die Berechnung der auf den Quarz gebundenen Mole zeigt die beste Bindung von 
Kupfer gefolgt von Kadmium, Arsen und Blei. Diese Reihenfolge steht im Einklang 
mit den Ergebnissen von Bontidean et al. 2003.  
 
Kalzium und Magnesium, die ebenfalls als zweiwertige Ionen in wässrigen Lösungen 
vorliegen, werden nicht detektiert, was mit den Ergebnissen von Satofuka et al. 2001 
übereinstimmt. Auch hier konnten keine Glutathion-Komplexe mit „Nicht-Schwer-
metall-Ionen“ nachgewiesen werden. Die hohen Standardabweichungen der Schwer-
metallmessungen trüben das Bild einer reproduzierbaren Messung ein wenig. Da als 
Grundlage für den Vergleich der Schwermetallaffinität des Biosensors verschiedene 
Sensoren hergestellt wurden, schwanken die erzielten Werte um bis zu 30 %.  
 
Der Einsatz des mit Glutathion beschichteten Sensors zeigt die Bindung aller einge-
setzten Schwermetalle und des Metalloids Arsen. Dadurch ist nur eine Summen-
bestimmung der Schwermetalle in einer Umweltprobe möglich. Eine Differenzierung 
einzelner Schwermetalle kann nicht durchgeführt werden. Allerdings werden die, in 
Realproben immer vorhandenen, zweiwertigen Ionen wie Kalzium und Magnesium 
nicht detektiert, wodurch es bei Realmessungen zu keinen unerwünschten Neben-
reaktionen kommen kann. Wird zur Messung ein einzelner Quarz eingesetzt, kann 
eine Kalibrationsreihe z.B. für Kadmium erstellt werden. Die Kalibrationsgerade zeigt 
eine Linearität von 1 bis 30 µM Kadmium (Abb. 3.34). Darüber liegende Werte 
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verursachen eine nicht lineare Abnahme der Resonanzfrequenz des Quarzes. Die 
minimale Molarität, die der eingesetzte Quarz detektieren kann, liegt bei einem 
Micromol pro Liter, dies entspricht einer Kadmium-Ionen-Konzentration von 112 µg/L. 
Die minimal zu messende Konzentration wird durch das Rauschen des Quarzes 
mitbestimmt. Damit eine zweifelsfreie Identifikation von Schwermetallen erfolgen 
kann, muss der Frequenzrückgang bei Schwermetalldetektion mindestens dem drei-
fachen des normalen Rauschens entsprechen (Wong et al. 2002; Su et al. 2003; Su 
und Li 2004).  
 
4.2.7 Schwermetallmessung im kontinuierlichen System 
Einfluss der Flussrate 
Anders als im vorherigen Kapitel beschrieben, sollte versucht werden, schwermetall-
haltige Lösungen kontinuierlich durch die Messkammer zu leiten und so die Schwer-
metallkonzentration zu bestimmen. Die kontinuierliche Methode ist nicht nur auf die 
Schwermetallanalytik beschränkt (Bontidean et al. 2003; Makower et al. 2003), 
sondern findet in allen Bereichen der Biosensorik Verwendung (Ward und Winzor 
2000; Halamek et al. 2002; Länge et al. 2003).  
 
Ein nicht zu vernachlässigender Punkt einer kontinuierlichen Messung stellt die 
Flussrate dar, mit der die Analytlösung in die Messkammer und auch wieder hinaus 
geleitet wird. Im Zuge von Vorversuchen stellte sich eine Flussrate von 0,2 mL/min 
als optimal heraus. Langsamere Flussraten führten zu niedriger ausgeprägten 
Frequenzverlusten, da wahrscheinlich keine komplette Vermischung der Analyt-
lösung mit dem bereits in der Messkammer vorhandenen Puffer gewährleistet 
werden konnte. In diesem Zusammenhang kann Abb. 3.25 zur Erklärung heran-
gezogen werden. Da durch die erhaltenen Ergebnisse aus Kapitel 3.3.1 geschlossen 
werden konnte, dass sich die Analytlösung bei „langsamem“ Einspritzen nur 
allmählich in der Messkammer ausbreitet, kann angenommen werden, dass sich bei 
einer noch geringeren Flussrate die Analytlösung noch schlechter verteilt. Die Injek-
tionsgeschwindigkeit der statischen Messmethode konnte aufgrund der manuellen 
Betätigung der Spritze nicht quantifiziert werden, doch einzelne Untersuchungen 
erbrachten eine Flussrate des „langsamen“ Einspritzens von ungefähr 1 mL/min. 
Eindrucksvoll kann die These durch den Vergleich der statischen und der konti-
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nuierlichen Messung gestützt werden. Durch das „langsame“ Einspritzen sank die 
Frequenz direkt nach Zugabe der Schwermetalllösung ab (Abb. 3.25), der Frequenz-
abfall der kontinuierlichen Messung änderte sich allerdings über einen Zeitraum von 
fast zwei Minuten (Abb. 3.30). Das schrittweise Einstellen einer neuen Grundlinie in 
der kontinuierlichen Messung ist somit durch die langsame Viskositätssteigerung in 
der Messkammer durch die geringe aber kontinuierliche Zufuhr der Analytlösung zu 
erklären. Noch geringere Flussraten könnten die Verteilung der Schwermetalllösung 
in der Messkammer negativ beeinflussen und so zu keiner vollständigen Bindung der 
Schwermetalle an die modifizierte Quarzoberfläche führen. Zudem konnten auch bei 
wiederholtem Einsatz desselben Quarzes keine reproduzierbaren Messungen bei 
Flussraten niedriger als 0,2 mL/min beobachtet werden. Höhere Flussraten führten 
zwar zu einer guten Durchmischung der Schwermetalllösung in der Messkammer, 
doch zeigte sich – bedingt durch die hohe Flussrate – ein kontinuierlicher 
Frequenzanstieg des beschichteten Quarzes. Durch die hohen Fließgeschwindig-
keiten kam ein „Abrieb“ der Quarzbeschichtung zum Tragen, der reproduzierbare 
Messungen infolge der veränderten Bindungskapazität der Beschichtung unmöglich 
machte. Der Kompromiss aus ausreichender Durchmischung und geringem Abrieb 
ergab eine Flussrate von 0,2 mL/min.  
 
Zur weiteren Erklärung der Fließdynamik werden im Folgenden die Messkammer und 
deren Design näher betrachtet. Die in Zusammenarbeit mit den technischen Werk-
stätten der RWTH entwickelte Flusszelle weist nach dem Einlassstutzen eine 
konische Bohrung auf, um eventuell vorhandene Luftblasen leichter aus dem System 
entfernen zu können (Abb. 4.7). 
 
  Quarz Einlass Auslass 
Abb. 4.7: Aufbau der verwendeten Flusszelle 
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Eine frühere Entwicklung, die diesen Konus nicht aufwies, konnte nicht zuverlässig 
verwendet werden, da sich Luftblasen aus der Messkammer nicht entfernen ließen. 
Die konische Bohrung führt den Flüssigkeitsstrom – anders als bei in der Literatur 
beschriebenen Flusszellen – nicht direkt an der Quarzoberfläche vorbei. Die Gefahr 
eines solchen Messkammerdesigns besteht in der Möglichkeit, dass die Analyt-
menge nicht vollständig auf dem Quarz zur Bindung kommt und so die exakte 
Analytkonzentration nicht festgestellt werden kann. Um diesen Sachverhalt für die 
hier verwendete Messzelle zu relativieren, wurden Färbeversuche mit Bromthymol-
blau durchgeführt und die Durchmischung als ausreichend befunden. Durch die 
konische Form kommt es zu Verwirbelung der injizierten Schwermetalllösung, 
wodurch ein intensiver Kontakt zur Quarzbeschichtung gewährleistet wird.  
 
Der exemplarische Graph der kontinuierlichen Messmethode (Abb. 3.30) zeigt einen 
relativ langsamen Frequenzverlust bei Injektion der Schwermetalllösung. Dies liegt, 
wie im letzten Abschnitt erläutert, in der langsamen Fließgeschwindigkeit des 
Systems begründet. Nach Erreichen eines stabilen Niveaus steigt die Frequenz einer 
Sättigungskurve gleich erneut auf ein stabiles Niveau. Aus dieser Frequenz-
entwicklung lässt sich ableiten, dass nach vollständiger Füllung der Messkammer die 
Viskosität der Schwermetalllösung als Auslöser des gleich bleibend niedrigen 
Frequenzniveaus herangezogen werden kann. Wird nämlich durch den kontinuier-
lichen Flüssigkeitsstrom der schwermetallhaltige Puffer durch regulären Puffer 
ersetzt, so lässt sich eine Steigerung der Frequenz beobachten, da die Viskosität des 
Puffergemisches mit kontinuierlicher Zufuhr regulären Puffers beständig abnimmt. 
Das Erreichen eines neuen Niveaus allerdings kann nicht mehr auf veränderte 
Viskositätswerte zurückgeführt werden, eine Massenanlagerung an den Quarz muss 
für diese Senkung der Frequenz verantwortlich sein. Vergleiche mit anderen 
piezoelektrischen Biosensoren lassen allerdings erkennen, dass ein solches 
Verhalten in der Literatur selten wieder gefunden werden kann (Marx et al. 2001). 
Die erzielten Kurven der in der Literatur beschriebenen Sensoren zeigen nur einen 
Abfall der Frequenz mit anschließendem Übergang auf ein neues Frequenzniveau 
(Towery et al. 2001; Makower et al. 2003; Liu et al. 2003). 
 
Eine Erklärung der, durch die Verwendung des hier vorgestellten Messverfahrens 
erhaltenen Werte, kann in den – im Vergleich zu anderen piezoelektrischen 
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Messungen – sehr geringen Frequenzunterschieden gesucht werden. Bei Applikation 
höherer Konzentrationen, wie es in Abb. 3.31 dargestellt ist, ist nur eine geringe 
Ausprägung des Viskositätseinflusses zu erkennen. Hier ähneln die erhaltenen 
Kurven den aus der Literatur bekannten Messkinetiken (Towery et al. 2001; Makower 
et al. 2003; Liu et al. 2003). Die Regeneration erfolgt wieder durch den Einsatz von 
DTT, wenn auch diesmal durch das Hindurchpumpen der Lösung durch die 
Messkammer. Der Erfolg der Regeneration lässt sich – wie auch im statischen 
System – durch das Erreichen der Ausgangsfrequenz erkennen. Der Nachteil der 
kontinuierlichen Messmethodik – das ständige Durchströmen der Messkammer mit 
Puffer – zeigt sich in der Frequenz, die der Quarz nach der Regeneration aufweist. 
Durch die ständig die Proteinschicht angreifenden Verwirbelungen des Puffers kann 
sich nach längerem Gebrauch ein Teil der Beschichtung lösen, was in einer 
Frequenzerhöhung gegenüber der Ausgangsfrequenz resultiert. Die in Abb. 3.30 
gezeigte Messung wurde mit einem Quarz durchgeführt, mit dem bereits 20 Mes-
sungen absolviert wurden.  
 
Schwermetallmessung 
Die bereits angesprochene Abb. 3.31 zeigt die Reproduzierbarkeit der kontinu-
ierlichen Schwermetallmessung und der anschließenden Regeneration. Wie bei der 
statischen Messmethodik kann auch bei der Verwendung der kontinuierlichen 
Messmethode eine Selektivität festgestellt werden. Es werden alle Schwermetalle 
und das Metalloid Arsen durch den Sensor detektiert. Auch in der Bindungsaffinität 
bezüglich der Schwermetalle unterscheiden sich die beiden Messmodi nicht. Der 
direkte Vergleich der Schwermetallsensitivitäten beider Messmodi in Abb. 3.33 
offenbart eine gesteigerte Sensitivität der kontinuierlichen Messmethode bezüglich 
aller eingesetzten Metalllösungen. Durch die ständige Verteilung und Verwirbelung 
der Analytlösungen, die durch die kontinuierliche Messführung bedingt werden (Abb. 
4.5), kommt es wahrscheinlich zu einer besseren Verteilung der Schwermetalle auf 
dem beschichteten Quarz und somit zu einer verbesserten Bindung. Einzig die stark 
erhöhte Sensitivität bezüglich des Kadmiums in der kontinuierlichen Messführung 
sticht aus der sonst recht homogenen Erhöhung des gemessenen Frequenzabfalls 
heraus. Die schon erwähnte hohe Affinität der aufgebrachten Liganden zu Kadmium 
(Matsumoto et al. 1990) in Verbindung mit der relativ hohen Molmasse ist wahr-
scheinlich für den, im Vergleich zu den anderen Metallen, stark erhöhten 
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Frequenzabfall in der kontinuierlichen Messung verantwortlich. Die Methodik der 
statischen Schwermetallmessung kann wahrscheinlich die vollständige Sättigung der 
Metall-bindenden Schicht mit Kadmium nicht erreichen, da nur die Schwermetall-
Ionen einer dünnen Schicht der fluiden Phase über dem Quarz eine Bindung mit der 
Quarzbeschichtung eingehen können, und so die Schwermetallbindung nach einer 
gewissen Zeit durch Diffusionslimitationen zum Erliegen kommt. Die kontinuierliche 
Methode führt zu einer Verwirbelung der zu analysierenden Flüssigkeit, so dass hier 
keine Diffusionslimitationen auftreten können. 
 
Die Kalibrationsgeraden (Abb. 3.34) des mit PC/Cd-Komplexen modifizierten 
Quarzes entsprechen den, aus den Einzelkonzentrationsversuchen gewonnenen 
Vorstellungen. Die Gerade der Kadmium-Kalibration weist die höchste Steigung auf, 
gefolgt von Blei, Kupfer und Arsen. Die relativ kurze lineare Phase der Bleikalibration 
ist wahrscheinlich auf das schlechte Bindungsverhalten dieses Schwermetalls 
zurückzuführen (Bontidean et al. 2003). 
 
4.2.8 Geprägte Matrix 
Eine relativ neue Entwicklung von Sensoren, die meist auch auf piezoelektrischer 
Basis, aber nicht notwendigerweise mit biologischen Komponenten arbeiten, werden 
unter dem Begriff der molekular geprägten Sensoren zusammengefasst (Spegel et 
al. 2002). Die Grundidee basiert auf dem Umschließen von Analytmolekülen durch 
engmaschige Polymere. Dadurch wird – nach Auswaschung des Analyten – ein 
Hohlraum geschaffen, der nur durch diesen Analyten wieder besetzt werden kann 
(Asanuma et al. 2000). Meist werden kurze Präpolymere, die für den zu detektieren-
den Analyten spezifische Bindungs- oder Reaktionsgruppen tragen, zur unmittel-
baren Anlagerung oder Bindung an den zu detektierenden Analyten gewählt und 
nach Anlagerung durch Zugabe weiterer Monomere vernetzt (Andersson 2000, 
Cormack and Elorza 2004). Abb. 4.8 stellt den Grundmechanismus der molekularen 
Prägung, im Englischen auch als „molecular imprinting“ bezeichnet, dar.  
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Abb. 4.8: Funktionsprinzip des „molecular imprinting“ 
 
Die in dieser Arbeit vorgestellte „Prägung“ wurde durch das Vernetzen der 
biologischen Komponente erreicht. Durch die Komplexierung der Schwermetalle 
durch das Glutathion sind vorgeformte, für das gebundene Metall spezifische, 
Strukturen entstanden, die die Thiol-Gruppe vor Oxidation und Bindung an die 
aktivierte Beschichtung des Quarze hindern (Abb. 4.6). Nach der Bindung des 
Komplexes an die aktivierte Beschichtung des Quarzes werden diese Komplexe 
durch den Einsatz von Ethylendiamin vernetzt. Die für das Metall spezifische 
Konformation des Komplexes ist nun fixiert und verändert sich auch durch das 
Auswaschen der Metall-Ionen nicht mehr. Somit ist eine wichtige Vorraussetzung 
zum Erhalt einer geprägten Matrix gegeben (Spegel et al. 2002). Anhand der 
Ergebnisse aus Abb. 3.35 kann ersehen werden, dass sich wieder der, durch die 
Viskosität der fluiden Phase hervorgerufene Frequenzabfall nach der Injektion zeigt. 
Nach dem langsamen Auswaschen durch den Laufpuffer gleicht sich die Frequenz 
der Kupfer-Messung ungefähr dem Ausgangsniveau an, während die Frequenz der 
Kadmium-Bindung den typischen, in Kapitel 3.3.4 beschriebenen Verlauf zeigt. Durch 
die visko-elastischen Eigenschaften der Schwermetalllösung erniedrigt sich die 
Frequenz schnell, durch das Auswaschen steigt die Frequenz ein wenig, um dann 
auf einem neuen Niveau zu verharren. Dieser Vergleich zeigt, dass nur Kadmium 
durch die geprägte Matrix gebunden wurde, Kupfer jedoch nicht. Wahrscheinlich 
weisen die Kupfer-Ionen eine zu geringe „Größe“ auf, um durch die formierten und 
fixierten Glutathion-Moleküle gebunden zu werden (Diaz-Cruz et al. 1997 und 1999). 
Geprägte Matrices zur selektiven Erkennung anderer Schwermetall-Ionen konnten 
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allerdings nicht formiert werden. Weiterhin war die Aufstellung von Kalibrations-
geraden nicht möglich, da selbst bei Verwendung des gleichen Quarzes zu starke 
Schwankungen auftraten. Dahingegen konnte auch bei Einsatz von sehr kleinen 
Kadmium-Konzentrationen (2 µM) das Auftreten der oben beschriebenen Situation 
beobachtet werden (Abb. 3.36). Während Kupfer- und Blei-Ionen durch den 
Laufpuffer ausgeschwemmt werden, können nur Kadmium-Ionen von der geprägten 
Beschichtung des Quarzes gebunden werden.  
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5. Zusammenfassung 
Biosensoren zur Schwermetalldetektion zeigen eine große Diversität bezüglich der 
biologischen und technischen Komponenten. Neben metall-induzierbaren Promoto-
ren, Mikroorganismen oder Enzymen, können Peptide, die spezifisch Schwermetalle 
binden, als biologische Komponenten eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde auf 
das Prinzip der spezifischen Schwermetallbindung von Phytochelatin zurückge-
griffen, um einen Biosensor auf piezoelektrischer Basis aufzubauen. 
 
Zur Gewinnung von Phytochelatin in einem kontinuierlich betriebenen Säulenreaktor 
wurde quer- und co-quervernetzte Phytochelatin-Synthase (E.C. 2.3.2.15) aus 
Schizosaccharomyces pombe eingehüllt in Alginat, PVA und Sol-Gel eingesetzt. 
Durch die Teilreinigung des Enzyms konnte eine 18fache Erhöhung der spezifischen 
Aktivität erreicht werden. Die Immobilisierung des teilgereinigten Enzyms ermöglichte 
durch die geringe Ausblutung eine sehr geringe Proteinverunreinigung der fluiden 
Phase, ersparte so eine spätere Extraktion des Phytochelatins und ermöglichte eine 
Aufrechterhaltung der Produktivität über vier Wochen. Das beste Ergebnis lieferte die 
Einhüllung der co-quervernetzten, teilgereinigten Phytochelatin-Synthase in PVA mit 
einer volumetrischen Produktivität von 4,5 mg Phytochelatin-2 pro Liter und Tag.  
 
Mit Hilfe des gewonnenen Phytochelatins konnte in Kombination mit einer Quarz-
kristall-Mikrowaage erfolgreich ein Biosensor für die Schwermetallanalytik konstruiert 
und eingesetzt werden. Alle eingesetzten Schwermetalle (Kadmium, Blei, Kupfer und 
das Metalloid Arsen) waren durch den Sensor nachweisbar. Zweiwertige Nicht-
Metalle, wie Kalzium und Magnesium, beeinflussten die Messungen des Sensors 
nicht. Die im Verlauf dieser Arbeit entwickelte Konstruktion der Flusszelle erlaubte 
Schwermetallmessungen in einem statischen, apparativ einfach gestalteten und 
einem kontinuierlichen Verfahren. Beide Operationsmodi ließen ein Abfallen der 
Sensorantwort bei Applikation der Schwermetalle in der Reihenfolge Kadmium, Blei, 
Kupfer und Arsen erkennen. Die Grenzen der Detektion von Kadmium lagen bei 
Verwendung der statischen Methode bei 2 bzw. 30 µM, bei Verwendung der 
kontinuierlichen Messung bei 1 bzw. 20 µM. Durch den Einsatz einer „geprägten 
Matrix“ war zusätzlich eine Unterscheidung unterschiedlicher Schwermetalle möglich: 
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Die Selektivität einer Kadmium-geprägten Matrix wurde bei Schwermetallkonzen-
trationen von 2 bzw. 20 µM gezeigt. 
 
Angesichts der vielversprechenden Ergebnisse zur In-vitro-Produktion von Phyto-
chelatin und dessen Nutzung als biologische Komponente von Biosensoren scheinen 
weitere Bemühungen zur Optimierung der kontinuierlichen In-vitro-Synthese von 
Phytochelatin und des Biosensoraufbaus gerechtfertigt. Vorstellbar wäre die Erpro-
bung weiterer Immobilisationstechniken, die die Aktivität der Phytochelatin-Synthase 
weniger stark beinträchtigen. Die Verwendung von höherfrequenten, jedoch zur Zeit 
sehr kostspieligen Schwingquarzen und einer besser auf den Schwingquarz ange-
passten Fluidik der Messzelle könnte zudem zu einer Unterschreitung der Trink-
wassergrenzwerte für die zu analysierenden Schwermetalle führen. 
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